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C a p i t u l o 1 . INTRODUCCION.
No es posible conseguir un trabajo elicaz dentro de
los limites de cualquier ciencia, sin la colaboracidn de
un equipo coordinado. El presente trabajo ha sido realiza-
do en un clima de cooperacidn y corrpanerismo.
Se ha abordado el amplio interrogante de la diferen-
ciacidn, que ha sido estudiado desde distintos puntos de
vista, por un grupo de personas ilusionadas por su primer
trabajo, el cual iba a constituir sus tesis doctorales.
Por ser un modelo simple de diferenciacidn, se eligid
COIKO materia de trabajo, la papila circunvalada central de
la rata y nos parecid conveniente abordar el tema desde el
nivel mds bajo posible. Partiendo de cero, empezaisos por
estudiar la morfologfa de la papila en detalle, asf como
sus reacciones ante distintas tecnicas histoquiinicas, para
cori"oborar lo que ya habia sido descrito, y despues heiuos
repetido experimentos realizados por otros autores. Estos
experimentos nos nan permitido, en unos casos, revalorizar
conclusiones que habian sido dadas hace mucho tiempo y que
habian quedado olvidadas. En otros casos, hemos estado de
acuerdo con las afirmaciones establecidas por los investi-
gadores que trabajan en nuestro misino tema, o nos heiaos
permitido poner en tela de juicio ciertas opiniones.
Todo esto nos ha llevado a plantearnos nuestros pro-
pios interrogantes y a realizar experimentos originales,
para poder contestarlos. Conio consecuencia, hemos llegado
a una serie de conclusiones nuevas, pero taicbien dejamos
una via abierta de problemas por resolver.
Para adquirir una experienoia practica integral, se
realizaron en conjunto la rcayoria de los experimentos, pe
ro el volumen de trabajo result6 ser demasiado grande y se
hizo necesaria una division de este trabajo en distintos
temas.
La integracidn del sistema ha sido dirigida y llevada
por el Dr. Eduardo Rodriguez-Echandia a quien tengo que n:a
nifestar el mayor de mis agradecimientos por sus ensenan-
zas y ayuda constante.
Tainbien quiero expresar un gran agradecimiento al Dr.
Fernando Reinoso-Suarez, director del Dpto. de Morfologfa
de la Facultad Autonoma de Medicina de Madrid, que me ha
dado la oportunidad y el apoyo necesarios para realizar
esta tesis .
Asi Biisino, nianifiesto mi gratitud a todas las perso-
nas del Dpto. de Morfologfa, donde ha sido realizada esta
tesis, por sus sugerencias y, especialmente, a M- Teresa
Fernandez Yuste que ha intervenido en la realizacidn de
los trabajos fotograficos.
Debo agradecer tambien al Dr. Rodriguez-Delgado, di-
rector del Dpto. de Fisiologxa de esta Facultad, el haber
nos permitido la utilizacion de algunos aparatos, y tengo
que mencionar de una manera senalada mi reconocimiento a
Pilar Malo y Magela Lavina por su colaboracidn en la pues
ta a punto de las tecnicas histoqxiimicas.
Capitulo 2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS
De los llanados "receptores sensoriales", los respon-
sables del sentido del gusto SOD los corpusculos gustati-
vos. En los Xamiferos, estos corpusculos se encuentran prac
tieamente distritufdos por toda la niucosa oral y parte de
la faringe, pero se agrupan preferentemente en estructuras
especiales de la superficie dorsal de la lengua, represen-
tadas por las papilas circunvaladas, foliadas y fungif orn:es
Estas papilas lirguales fueron ya clescritas por Nalpighii,
en el siglo XVII. Las papiJas circunvaladas pueden presen-
tarse como estructuras simples (rata), dobles (conejo), 6
multiples (hoiubre); contienen botoiies gustativos en sus su-
perficies laterales y paredes del surco. El numero de estos
botones varia mucho de una especie a otra y tambien exister
diferencias individuales (Whitesice, 1927). Las papilas fo
liadas estan situadas latera]niente y un poco por delante
de las circunvaladas, formando grupos de 4 6 5 pliegues,
en los Ciiales, los tootones gustativos estan colocados so-
tre las superficies laterales. Las papilas fungiformes
estan repartidas sobre el dorso de la lengua, son anterio
res a las papilas foliadas y contienen como norma, un so
lo t>ot(5n en la superficie dorsal (Whiteside, 1927). Las
papilas filiformes, se distribuyen por toda la superficie
de la lengua y carecen de botones gustativos.
El epitelio lingual, estd inervado por las fibras gus
tativas tie la cuerda del timpano y del nervio glosofarin-
geo. Los botones gustativos de la parte anterior de la len
gua, estdn inervados por las fibras de la cuerda del tim-
pano honolateral; la mayoria delas papilas fungiformes y
filiformes, esta"n situadas ma's 6 menos lateralmente, pero
pueden encontrarse, ocasionalmente, papilas en la linea
media; estas papilas pueden tener una doble inervaci6n.
En la rata, las fibras de la cuerda del timpano, no estctn
relacionadas con la papila circunvalacla central, la cual
esta" inervada por ambos nervios glosofaringeos (Whiteside,
1927). Los trabajos de Zander (1897) y Vastarini- Cresi
(1915), muestran que existe un entrecruzamiento de las fi
bras preterminales del noveno par. Segun estos autores, la
superficie de la papila estd inervada por ambos nervios
glosofaringeos, mientras que los botones gustativos de las
paredes del surco, reciben fibras solamente del nervio ho
molateral. Sin embargo, los experimentos de A\rhiteside
(1927), indican que los botones gustativos de las paredes
del surco circunvalar, no estdn inervados exclusivamente
por el nervio hoinolateral, sino tambien por el contrala-
teral. En el caso de las papilas foliadas de la rata, tan
to los nervios glosofaringeos como las fibras de la cuer-
da del timpano, inervan los pliegues papilares (Whiteside,
1927), La morfologia de las papilas linguales y su siste
ma de inervacidn, ha sido recientemente decrito en deta-
lle por Fernandez (1977).
Los botones gustativos fueron estudiados en Peces te
ledsteos por Schulze (1863) y algo ma's tarde en Mamfferos
por Loven (1S67) y Schwalbe (IS67). El desarrollo enforio-
ldgico de los botones gustativos humanos, f. e analizauo
por Hoffman (1674) y trabajos similares fueron realizados
despue"s por Lustig (1584) y Stahr (1910). La mayor parte
de los botones gustativos estd forniada por grupos de ce-
lulas reunidas en un cuerpo con forma de botdn, que se a-
bre al exterior por un pequeiio poro apical. Los primeros
investigadores, distinguieron dos tipos de celulas en el
botdn: las celulas gustativas, que tendrian caracter sen-
sorial y contactarxan con las llamadas fibras nerviosas
gustativas, y las celulas de soporte, que estarian loca-
lizadas principalmente en la periferia del boton. Tuclrer-
man (1889), fue de la opinion de que las celulas de los
botones gustativos son de origen neural, pero Graberg
(1698), postuld que estas celulas se originan de un ensan
chamiento de las celulas epiteliales basales. Marchand
(1902), apoyd estas afirmaciones de Gragerg y establecid,
adeiucts, que las celulas basales crecen bajo una influencia
neural. Esta ultima opinidn sobre el origen de las celulas
que fornian el botdn gustativo es la que ha sido mantenida
hasta el monento presente por la mayoria de los autores
que han trabajado sobre este tema.
Los drganos del gusto han sido estudiados por varios
autores tanto con microscopia dptica como con microscopia
electrdnica, en las papilas gustativas de distintas espe-
cies animales, incluyendo al hombre.
Todos los botones gustativos son estructuralmente se
nejantes, pero varian en cuanto al tamaiio y al numero de
sus celulas y tambien en detalles de menor importancia.
Beidler (1969), cuenta 59 celulas por bot<5n en las papi-
las fungiformes de la rata, lo cual concuerda con conta-
jes hecnos tambien en botones de. rata por Farbman y Yon-
kers (1971), que dan de 50 a 56 celulas. Luchos autores
estiman que el numero de celulas en los botones gustativos
de vertebrados oscila entre 30 y 80, aunque en algunos a-
nimales, ccuo por ejemplo la salamandra, el numero de ce-
lulas es el doble que en otras especies (50 a 100) . Las
celulas gustativas de la salamandra son muy largas y ar-
enas, por lo que, en este caso, los botones son muy gran-
des (Farbman y Yonkers, 1971).
En algunos botones gustativos, cone ret ainente en los
de la papila circuPvalada del perro, se nan visto espacios
vacios, tanto con microscopia dptica como con electronica.
Estos espacios estaii circimdados directamente por la meia-
brana plasiaatica de las celulas del boton y representan,
por lo tanto, espacios intercelulares alargados. En el co
rejo, los capilares sanguineos que rodean los botones se
encuentran limy pr<5ximos a estos espacios intragemales (Ba
radi y Boume, 1953). Algunas fotos a uicroscopia electrd
nica de Murray y Murray (i960), muestran clarairente la pre
sencia de espacios intercelulares er.tre las celulas de los
botones gustativos de la papila circimvalada del mono, aun
que esto no se nienciona en el texto de su trabajo, COEO
tampoco lomencionan los autores que nan estudiado con de-
ta l le los correspondientes botones gustativos.
Esto sugirid que podrian actuar como reservorios de
fluidos que, procedentes de los capilares, saldrian al ex
terior via espacios intercelulares y poros gustativos api
cales (Baradi, 1965). Mattern y Parau (197*0 , estudiaron
papilas fungiformes de ratdn "in vivo" y pudieron obser-
var la salida efectiva de fluidos a traves del poro api-
cal, en respuesta a vapores de C1H,
Los capilares que rodean a los botones podrian con-
tribuir, ademas, al drenaje de los botones gustativos a
traves del poro basal. Aunque los espacios vacios intra-
geniales aparecen a veces como artefactos, se nan visto
tambien, con microscopia electrdnica, espacios intercelu
lares, conocidos como canales interfaciales, en otros ep^
telios, y estos son considerados reales (Bloom y Fawcett,
1962).
No se puede descartar la posibilidad de que la estruc
tura de los botones cambie de un tipo depapila a otro, y
entre las distintas especies animales. Graberg (1899), 11^
ind la atencidn sobre el hecho de que los botones gustati-
vos no son estructuras sdlidas, sino que sus celulas es-
tdn separadas unas de otras por espacios interuiedios, ha-
biendo, ademas, espacios libres en el tejido que rodea al
botdn. Segun este investigador, los espacios se coi unican
unos con otros y conectan con el exterior a traves del po
ro gustativo; este sistema puede ser el medio de irriga-
cidn y depuracidn del botdn gustativo. Ma's recientemente,
se ha considerado que este hallazgo puede constituir un
sistema para banar extensivamente al botdn con un uiedio
fluido adecuado, tal corao existe en receptores tie distin-
ta naturaleza (husos neuromusculares, corpusculos de Meis^ i
ner). De acuerdo con Baradi (1965), la ultraestructura de
las celulas 0e los botones sugiere una falta de actividad
metabdlica y de posibilidad de sintesis; en este caso, el
sistema de espacios intercelulares puede representar un
mecanismo para proveer a las celulas de los botones con
un excedente alimenticio que subsanarfa su moderada acti-
vidad metab<5lica (Baradi 1965). Este criterio no es com-
partido por otros autores.
Existen en la literatura muy pocos trabajos ontogene
ticos sobre los botones gustativos. Hellman (1922), estu-
di<5 la embriologxa de los botones y sus nervios en el hom
bre. Determino que se forman botones primitivos en estadios
precoces, los cuales permanecen durante un periodo de tiem
po corto, para luego desaparecer y ser reemplazados por
los botones definitivos del adult0. Hellman (1922), man-
tiene que, ya en la septima semana del desarrollo embrio-
nario humano, aparecen los primeros botones gustativos pri
mitivos, aunque segiin otros autores los botones se desarro
llan entre el segundo y el septimo mes. De acuerdo a Hell
man (1922), a las once semanas estan ya formados los pre-
suntos botones por celulas que se tirien de manera diferen
te que las celulas basales que los rodean. Entre las doce
y catorce semanas, estas celulas se alurgan y penetran ha
cia la superficie del epitelio. El epitelio superficial
que las rodea forma el poro gustativo. Se puede decir que
los botones tienen ya la forma definitiva en la quincuagjj
sima semana. Las celulas que los forman alcanzan la altu-
ra de la superficie del epitelio y pueden penetrar en el
tejido conectivo de la papila. Se presentan "pelos gusta-
tivos" en el extremo apical de las celulas del botdn que
se extienden en el interior del poro. Hasta la vigesima
semana, algunos botones pueden hacerse mas coiuplejos. Asi,
pueden encontrarse algunos con poros gustativos multiples
y asimetricos; otras veces se unen dos botones y quedan
yuxtapuestos, o se reunen varios para formar una estruc-
tura complicada. Hay en estos botones diversos tipos celu
lares que representan, probab lenient e, diferentes estados
funcionales de las celulas (Bradley y Stern, 1967).
Tambien se ha descrito el desarrollo ultraestructural
de los botones gustativos en la rata. Segun esta descrip-
cidn, el poro apical aparece el dia doce despues del naci-
Biiento, al misiao tiempo que se hacen visibles las llama-
das celulas del tipo II. Esto parece indicar que estas ce-
lulas estan implicadas en la formacidn y manteniiaiento del
poro gustativo (Farbman 1965a).
Beidler (1969, 1970) y Graziadei (1969), describie-
ron la morfologia de los botones gustativos en las ptipilas
fungifornies de Mamiferos vistas con microscopia de scan-
ning. El poro apical de estos botones esta situado en la
mitad de una depresidn cdnica formada por celulas epite-
liales escamosas.
La microscopia dptica permitid, hace tiempo, distin-
guir por lo menos dos tipos de celulas en los botones gus
tativos, aunque algunos contienen tair.bien leucocitos, he-
cho e^te que sugirid la existencia de procesos degenerati-
vos espontaneos (Ranvier,1889 y von Lenhossek,1893). En
la base de los botones es frecuente observar figuras mi-
tdtieas (Her? ann, 1889) . Otros anatomistas describieron
mas de dos tipos de celulas en los botones gustativos, y
este descubrimiento, junto con la observacidn de leucoci-
tos y figuras mitdticas, sugirid que los diversos tipos de
celulas de los botones representarian diferentes estados
de un misnio tipo celular. Estas celulas sufrirfan proce-
sos de envejeciiniento y recambio a intervalos determinados
(Koliner, 1910; Retzius, 1912; Heidenhain, 191*1). Sin em-
bargo, en muchos animales, y tambien en el hombre, los bo
tones gustativos linguales estan sometidos a agresiones
producidas al comer o por choques contra los dientes o
con el paladar duro; las celulas gustativas pueden ser asi
alteradas o destruidas directamente sin dailo previo algu-
no. En cualquier caso, todo indica que las celulas gusta-
tivas se estan renovando cont imminente. Esto hizo estudiar
a Beidler y Smallman (1965), el origen de las nuevas ce-
lulas gustativas, sus caracteristicas y su periodo medio
de vida. En sus experiinentos autoradiogrdficos en papilas
fungiformes de rata, estos autores dejaron bien e^tajle-
cido que la vida media de las celulas gustativas es de
aproximadamente 25C+5O horas, y que las celulas nuevas
entran al botdn en una proporcidn de una cada diez horas;
para que las celulas de cada botdn mantengan nutneros conjs
tantes deben degenerar, por lo tanto, en la misma propor-
cidn. Cuando la nueva celula entra al botdn, se inervaria
con terminaciones nerviosas locales y se diferenciaria
luego conio una celula gustativa con microvellosidades a^i
cales. De esta manera, las celulas ya maduras participa-
rian en la fisiologia del gusto, pero irian paulatinamen
te envejeciendo hasta desaparecer en un promedio de apro
ximadamente 250 horas (Beidler y Smallman, 1965). Otros
datos, tornados en la papila foliada del conejo, indican
que la renovacidn de las celalas de los botones de este
animal es sernejante, aunque ligeramente m&s baja que la
indicada en la rata (de Lorenzo, 1963).
Con las consideraciones anteriores, se puede afirmar
que las celulas corpusculares que son renovadas continua
mente son realmente celulas sensoriales gust&tivas. Si
estas celulas se diferencian, crecen y mueren, es posible
que presenten cambios en su sensibilidad a varias cuali-
dades gustativas a lo largo de su vida. Segun Beidler y
Smallman (1965), las celulas jdvenes podrian ser ma's sen
sibles a los sabores dulces, y las celulas viejas lo se-
rian a los amargos. Estos canibios resultarian de cambios
moleculares en la estructura de la membrana plasuiatica.
Ademas, cuando una nueva celula entra al botdn, es pro-
bable que la fibra nerviosa mas proxima envie una expan-
sion axonal para hacer contacto con ella; cuando la celu
la envejece se mueve hacia la regidn apical del botdn,
por lo que diferentes axones podrfan insrvarla sucesiva
mente. Las celulas gustativas individuales de la poblacidn
total estarian en flujo continuo, pero la poblacidn COEJO
un todo mtaitendria estdticas las caracteristicas de los
botones gustativos (Beidler y Smallman, 1965).
Las observaciones realizadas por los autores mene\o
nados anteriormente sobre la existencia de distintos tipos
celulares dentro del botdn gustativo han sido confinaadas
y arapliadas por numerosos trabajos efectuados con micros-
copia electrdnica. La ultraestructura de los botones gus-
tativos fue estvidiada primeramente en el conejo por Engs-
trbin y Rytzner (1956), Trujillo-Cenoz (1957) y de Lorenzo
(1958). Este ultimo autor, tomando como material de tra-
bajo la papila foliada del conejo, ratified primeramente
con microscopia dptica las observaciones de Retzius (1912)
y Heidenhain (191^). Los botones estcin agrupados en la pa
pila, pero separados por un pequeno septo de epitelio. Ca
da botdn estd rodeado por celulas alargadas que, en la
parte apical, forman la pared del poro gustativo. Las ce
lulas de soporte tendrian nucleo grande y citoplasma va-
cuolizado y palido, estas celulas no estdn restringidas a
la periferia del botdn sino que se reparten unif orinemente.
Las presuntas celulas gustativas contienen nucleos ovales
alargados que son ma's densos que los de las celulas de s^>
porte, su citoplasma es granular y denso y las terniinaci^)
nes apicales de estas celulas estcin rematadas por procesos
cuticularss (de Lorenzo, 1958). La inicrescopia electrdnica
reveld a este autor que los botones estdn rodeados por una
cdpsula y que las celulas gustativas difieren esencial-
mente de las epiteliales vecinas. Las celulas de la ca"p-
sula son mds densas que las epiteliales y tienen forma
elipsoidal. Forman una capa de aproximadamente dos a tres
•nicras de espesor que circunscribe a cada botdn. Sobre
las porciones apicales de estas celulas hay una capa de
epitelio coraificado, a traves del cual el poro gustativo
comunica con la cavidad oral. Dentro del botdn, de Loren
zo (1958), reconocid, con microscopia electrdnica, dos
tipos de celulas que fueron identificadas conio gustativas
y sustentaculares. Las celulas gustativas se encuentran
mezcladas con las celulas de soporte y se puede distinguir
en ellas regiones basal, media y apical. La region basal
contiene un nucleo alargado en el que se ve un nucleolo.
La membrana nuclear tiene una configuracidn tipica y pre-
senta pocos poros. En el citoplasma basal se encuentran
tambien mitocondrias, unas pocas membranas de reticulo
endopldsmico y un aparato de Golgi poco desarrollado; los
ribosomas del citoplasma estan repartidos en rosetas. En
la parte media se ven los elementos usuales del citoplas
ma y grdnulos densos que miden alrededor de 0.1 micras de
dia"nietro y que se presentan en gran mimero. En la region
apical, los elementos del citoplasma no entran en el ex-
tremo final de la celula, pero llegan a poca distancia de
la punta, donde se ven, sin embargo, numerosas vesiculas
y algunos gra"nulos pequefios en la region del poro gusta-
tivo. La membrana plasmdtica del extremo periferico con-
tiene sobre su superficie numerosas microvellosidades;
una sustancia extremadamente densa ocupa la mayoria de
los espacios entre las microvellosidades; este material
opaco representaria la antigua "sustancia mucoide" de
Ranvier. Frecuentemente, la membrana plasmdtica de las
celulas gustativas se interdigita con las celulas adyacen
tes y hace prominencia en la region apical..
Siempre de acuerdo a de Lorenzo (1958), las celulas
sustentaculares se caracterizan por sus nucleos claros y
grandes. Su citoplasma contiene los elementos usuales; las
mitocondrias son semejantes a las de otros tejidos, con-
tienen grandes extensiones de sacos ergastoplasiuicos y
tambien pequefios granulos y vesiculas. La caracteristica
mas llamativa de este tipo de celulas es la relacidn de
sus membranas plasmdticas con las fibras nerviosas que
penetran al interior del boton. Las fibras hacen sinapsis
con las celulas gustativas y estan rodeadas por la niea-
brana plasniatica de las celulas de soporte; de esta inane
ra, los mesoaxones estan separados de las fibras nervio-
sas por las menioranas plasm^ticas de las celulas de so-
porte (de Lorenzo, 1958).
Desafortunadainente, no ha sido posible establecer
categoricamente cual de las celulas del botdn representa
a las verdaderas celulas gustativas. Para algunos inves-
tigadores, las celulas oscuras serfan los elementos recej)
tores (de Lorenzo, 1958; Beidler, 1965), mientras que pa-
ra otros lo serfan las celulas claras (Murray y Murray,
1967) . El nuinero de tipos de celulas en los botones gus-
tativos de la papila foliada del conejo y su significacidn
funcional nan sido topicos de desacuerdo entre los inves_
tigadores. Ciertos aspectos de estos botones, en particu
lar la morfologia de las partes apicales, la complejidad
de las expansiones citoplasmaticas de las partes basal y
nedia de las celulas y la relacidnes entre nervios y ce-
lulas, no han podido ser adecuadamente resueltas con el
microscopio de luz.
La mayoria de los estudios ultraestracturales de los
botones gustativos de Mamfferos se refieren a las papilas
circumvaladas o foliadas. Solamente existen unos pocos tra
bajos sobre los toot ones gustativos de las papilas fungi-
formes de la rata (Farbman, 1965a, 19651a; Beidler, 1969,
1970; Murray y col., 1972), ratdn (Mattern y Paran, 197^),
conejo (Murray, 1969, 1971, 1973; Murray y Murray, 1970,
1971; Graziadei, 1969) y hombre (Paran y col., 1975).
Con microscopia electrdnica se ha podido reconocer
que hay tres tipos de celulas en estos botones, las cua-
les tienen un periodo de vida limitado. Su renovaeidn se
realizarxa por medio de proliferaciones mitdticas de las
celulas perigemales que forman las ma"rgenes del botdn. Se
ha sugerido la existencia de una metainorfosis de las ce-
lulas del botdn, desde las formas menos diferenciadas a
las ma's maduras. Los tres tipos celulares de los botones
serfan el resultado de la evolucidn de un solo tipo de ce
lula, o bien de tipos completaiuence distintos (Murray y
col., 1969).
Se ha sugerido que, puesto que estas celulas parecen
tener funciones distintas, serian tipos celulares diferen
tes. Las celulas oscuras parecen tener una actividad se-
cretoria que no poseerxan las celulas claras; estas ulti-
mas presentan contactos especializados con los nervios.
El tercer tipo de celula diferiria de los otros dos por
cu contenido en vesiculas densas, sus masas de vesiculas
apicales y por carecer de microvellosidades libres. Es pro
bable que las eelulas oscuras representen los tipos menos
diferenciados, pero no se sabe si desde ellas hay dos li-
neas de desarrollo a celulas elaras y celulas del tercer
tipo, o si una es un estado ma's avanzado, en la evolucicSn,
de la otra. Sin embargo, no hay evidencias de una transi-
ci<5n entre las ce*lulas oscuras y las celulas tipo III (Mu-
rray y col., 1969). En los botones de la papila foliada
del conejo, las celulas elaras nunca tienen los centriolos
en el dpice, pero las celulas oscuras y las del tercer tj.
po si poseen esta caracteristica; tambien es significativo
el hecho de que el aparato de Golgi aparece en posicidn
supranuclear en las celulas oscuras y en las del tipo III,
tEientras que en las celulas elaras esta por debajo del nu
cleo. Parece entonces probable que las celulas del tipo III
se desarrollen a partir de las celulas oscuras y que repre
senten una linea de desarrollo distinta de las celulas cla
ras (Murray y col., 1969)* Las vesiculas sina"pticas de las
celulas tipo III son semejantes a las que han sido descri-
tas como elementos eoline"rgicos, mientras que el aspecto
de las vesiculas densas de las celulas oscuras y del tipo
III, parece correspoader a vesiculas donde se ha demostra
do que hay catecolaminas. La similitud de las cisternas
del retfculo endopla"smico con ciertas vesiculas, sugiere
que estas pueden proceder del reticulo endopldsmico; adje
in^s, la extensidn del reticulo endopla"smico desde el api
ce N.asta las regiones basales y la presencia de las vesi
culas justo en el fondo de la celula, ha sugerido la posj.
bilidad de que una sustancia, particularmente iones, que
entrara en la celula por la membrana apical, podrfa ser
transportada por el reticulo endopldsmico y aparecer, even
tualmente, en las regiones mas profundas (Murray y col.,
1969) . En la papila circunvalada del conejo, las celulas
tipo III del boton tambien muestran la presencia de estas
vesiculas densas y sindpticas, mientras que las de las pa
pilas fungiformes, aunque de morfologia diferente, muestran
masas de vesiculas sindpticas en relacidn con las termina-
ciones nerviosas (Murray y col., 1969) . Las celulas tipo
III de los Dot ones gustativos del mono, presentan las mis_
mas caracteristicas (Murray y Murray i960). Una relacidn
similar de las vesiculas pequefias con las terminaciones
nerviosas ha sido dada por Farbman (1965), en lo que el
llamd "celulas basales" , en los botones gustativos de las
papilas fungiformes de la rata, aunque no designd estas
regiones como propiamente sina"pticas. En un estudio de b^ >
tones gustativos de la papila circuinvalada de la rata, Uga
(1969), encontrd vesiculas de tfpica configuracidn presi-
ndptica, adyacentes a las terminaciones nerviosas, en las
ce"lulas de tipo claro. Es posible, sin embargo, que estas
fueran celulas tipo III.
Farbman (1965), da cuatro tipos de celulas en los bo
tones fungiformes de la rata; dos de ellas, las periferi-
cas y las basales, fueron postuladas como precursoras de
los dos tipos restantes de celulas; las celulas tipo I y
tipo II estan localizadas centralmente dentro del botdn,
extendiendose desde el poro apical, donde terminan en mi-
crovellosidades, hasta la base del botdn donde son tala-
dradas por fibras nerviosas amielfnicas. Las celulas tipo
I han sido descritas coino celulas receptoras en varios e£
tudios; las celulas tipo II, se cree que cumplen alguna
funci<5n en el desarrollo y mantenimiento del poro gusta-
tivo.
En el trabajo ultraestructural de Gray y ¥atkins
(1965), se describen algunas observaciones nuevas referen
tes a los extremos apicales de las microvellosidades de
las celulas gustativas; estas microvellosidades se dilatan
y salen fuera del poro, por lo que representan una expan-
sidn de la superficie de la membrana y, sin duda, una gran
a"rea receptiva de transduccidn. Sin embargo, en estas es-
tructuras, la membrana no parece especializada y los or-
ganoides citoplasmdticos parecen estar ausentes en las di
lataciones.
Murray y Murray (1970) y Murray (1971), observaron
celulas tipo I y II similares, en los botones gustativos
de la papila fungiforme del conejo. Adenia"s, observaron cj§
lulas tipo III en botones foliados (Murray y col., 1969).
Las celulas tipo III contienen vesiculas densas y claras,
y vesiculas sina"pticas cerca de fibras nerviosas que con-
tactan con su mitad basal. Aunque las celulas tipo III
pueden ser identificadas en la parte apical de los botones
fungiformes, asi como en la parte contraria en los botones
foliados, esta"n consideradas como probables celulas recejg
t oras.
Murray (1973), da cuatro tipos de eelulas en los bo
tones gustativos de Mamfferos. El tipo I (celulas oscuras)
contiene vesfeulas secretorias, el tipo II (celulas cla- -?
ras) tiene n^inerosas microvellosidades apicales. Las ce-
lulas tipo III, que se considera que son los receptores
gustativos primarios, tienen un delgado y largo proceso
apical. Las celulas tipo IV son las celulas basales. Estos
tipos nan sido reconocidos, principaliaente, en botones gus
tativos de las papilas foliadas. El material denso en el
poro del botdn de la papila foliada, derivarfa de las ve-
sfculas de las celulas tipo I. Fujiinoto (1973), considera
que las membranas limitantes de las vesfculas derivadas
del Golgi, en las celulas tipo I y II, se incorporarfan a
las meinbranas apicales (exocitosis) . Los poros contienen,
ademds, pequefias vesfculas irregulares con membrana plass
matica y fragmentos de membranas, lo que indicarfa una S£
crecidn adicional de tipo merocrino.
Uno de los ma's recientes trabajos sobre la ultraes-
tructura de los botones gustativos, ha sido realizado por
Takeda y Hoshino (1975). Estos autores estudiaron todas
las papilas de la lengua de la rata. En la papila circun
valada, las celulas tipo I contienen numerosos ribosomas,
retfculo endoplasmico rugoso y complejo de Golgi bien de-
sarrollado. Las cisternas del Golgi contienen gra*nulos
densos parecidos a los observados en el citoplasma apical.
Ocasionalmente, la membrana de los granulos se fusiona
con la membrana plasmdtica y el contenido de estos grcinu
los confluye con el espacio intercelular (exocitosis).
TUsto indica que los gr£nulos densos son precursores secre
torios de la sustancia del poro, como ya habfa sido sugeri
do por Trujillo-Cenoz (1957), Nemetschek-Gansler y Ferner
(1964), Murray y Murray (1967) Y Scalzi (1967). Ademds,
los grcinulos intracelulares y la sustancia densa del poro
tienen una reaccidn comun PAS positiva. Se cree que esta
sustancia puede tener un papel importante para facilitar
y modificar la respuesta de las celulas a los impulsos
gustativos (Murray y Murray, 1970).
De Lorenzo (l958)y Farbman (1965), habian designado
como celulas gustativas, a las celulas tipo I (celulas oss
curas) de Takeda y Hosliino (1975). Sin embargo, otras ob-
servaciones sugieren que la funcion de las celulas tipo I
es principalrnente de sintesis y secrecion de la sustancia
del poro, y su papel en la transduccion seria indirecto
(Takeda y Hoshino, 1975).
En las celulas tipo II hay abundante reticulo endo-
plasmico y vesiculas por todo el citoplasnia; estas ultimas
son semajantes a las del interior del poro, lo que sugiere
que vesiculas y membranas libres, en los poros, pueden ori
ginarse en las celulas tipo II. Takeda y Hoshino (1975),
sugieren que no hay contacto entre los nervios y las celu
las tipo II.
Las celulas tipo III se distinguen de los otros tipos
de celulas por la presencia de vesiculas densas y claras,
ambas formando agregados en el citoplasma adyacente a las
fibras nerviosas. Murray y col. (1969), describieron en el
conejo, que los contactos de las celulas tipo III con los
nervios, representan sinapsis quimicas tipicas, y asi las
designaron como celulas receptoras gustativas. En los bot^
nes gustativos de la rata, los contactos sinapticos entre,
los nervios y las celulas del boton son contactos atipicos,
solo en las celulas tipo III se Iia podido estalilecer que
hay contactos sindpticos con los nervios, lo que sugiere
que son las celulas tipo III las involucradas en la trans
duccidn del estimulo gustativo (Takeda y Hoshino, 1975).
La ultraestructura de los botones foliados en la ra
ta, corresponde a los de la papila circunvalada, mientras
que los botones fungiformes difieren en la ultraestructura
de sus regiones apicales. Tambien los poros de los boto-
nes fungiformes contienen nuinerosas vesiculas, pero el
citoplasma apical de las celulas tipo I termina en micro-
vellosidades cortas y contiene granulos de densidad mode-
rada asi conio granulos densos. Murray y Murray ( 1970),
supusieron que esta diferencia puede deberse a diferente
inervacion o a una localizacion mas expuesta de los bot^ >
nes en la superficie de las papilas fungiformes. Sin em-
bargo, no hay diferencia ultraestructural en los botones
de los pliegues anteriores y posteriores de la papila fo-
liada, aunque estos botones estan inervados por nervios
parcialmente diferentes (Oakley, 1967) . Por otra parte,
los botones mds expuestos, cercanos a la superficie oral
de las papilas foliadas, difieren, en ciertos aspectos,
de los situados nids profundamente en los surcos. Los pri
meros son siniilares a los botones fungiformes, por lo que
la exposicidn de los botones al medio oral parece ser el
factor determinante de las diferencias estructurales. Tam
bien es posible que estas diferencias ultraestructurales
en la regidn apical del botdn reflejen diferencias fisio--
ldgicas (Takeda y Hoshino, 1975).
La ultraestructura de los botones de la papila fungj.
forme humana es semejante a la de otras especies animales.
Son constantes los tres tipos de celulas basicas (I, II.y
III). En resumen, podemos decir que todos los botones de
Mamfferos hasta ahora estudiados son esencialmente seme-
jantes, y estan constituidos por los mismos tipos celula-
res, los cuales presentan diferencias menores de acuerdo
a su localizacidn en las diferentes papilas. Las celulas
tipo I de las papilas foliadas, circunvaladas y fungifor-
mes tendrfan una funcion secretora. Las celulas tipo III
son consideradas como los candidatos ma's probables de re-
ceptores gustativos. Esto se basa en la gran acumulacidn
de gra*nulos densos y vesiculas sin&pticas, particularmente
en las niitades basales de estas celulas, donde hacen con-
tacto con fibras nerviosas . Algun espesamiento de la mein-
brana plasm&tica de la celula tipo III ha sido tambien o^
servado en los sitios de contacto (Murray, 1973). En con-
tra de la opinion de Takeda y Hoshino (1975), Farbman
(1965a), sugiere que las celulas tipo II son muy activas
nietabdlicamente. Se han visto bandas de tonof ilamentos des^
de el dpice a la base de estas celulas (Mattern y Paran,
197*0 , y recientemente se han presentado algunas evicen-
cias morfoldgicas de un mecanismo contractil en botones
fungiformes. Mattern y Paran (1974), especulan que las ce
lulas claras (tipo II) podrian ser elementos contractiles
con funcidn potencialmente protectora. El poro gustativo
contiene microvellosidades de los tres tipos de celulas y
sustancias y/o vesiculas extracelulares densas.
Las fibras del sistema de inervacidn de la papila y
los botones, responden positivamente a la reaccidn de AChE.
La actividad AChE positiva en fibras nerviosas finas loca
lizadas bajo los sitios de formacidn de los botones, apare
ce ya el dxa 16 del desarrollo embrionario del ratdn (Sta
te y Bowden, 1974), seguida de la aparicidn de los botones.
Esto sugerxa ya una actividad de los botones durante la gess
tacidn, pero despues del nacimiento, los botones desapare-
cen de la misina manera que la actividad enziracitica, para
volver a reaparecer entre los dias ocho y diez de vida pos_
natal (State y Bowden, 197^0 . Estos fendmenos no han sido
explicados convenientemente.
Se han hecho un nuniero de pruebas para localizar las
sustancias neurotransmisoras en los botones de vertebrados,
especialmente la ^ Ch a traves de la identificacidn histo-
quimica de su enziraa hidrolitica, la AChE.. Estudios con
microscopia electrdnica en varias especies de vertebrados,
han revelado la presencia de AChE en los plexos nerviosos
subgeniales, algunos de cuyos elementos penetran en la base
del botdn (Baradi y Bourne, 1959; Elis, 1959; Hodosh y Mon
tagna, 1963; Vij y col., 1972). Tambien se observd actiyi
dad esterdsica no especifica en otras dreas (Elis, 1959;
Hodosh y Montagna, 1963). En los propios botones solo se
ha observado actividad AChE especffica en asociacidn con
nervios intragemales (Elis,1959; Vij y col., 1972), o en
las que fueron interpretadas como celulas gustativas (E-
lis, 1959; Hodhos y Montagna, 1963). Ma's recientemente,
se decribid la existencia de actividad AChE a nivel de los
poros apicales (Paran y Mattern, 1975), lo cual indicaria
que esta enzima esta" presente tanibien en las microvellos^
dades. Ademas, se sabe que unos pocos nervios subgeinales,
que parecen ser adrenergicos, son tambien AChE positivos
(Gabella, 1969).
Estudios histoquimicos recientes con microscopia ele_c
trdnica, nan confirmado las observaciones de AChE en el
plexo nervioso subgemal (Scalzi, 1967; Murray y Fujimoto,
1970; Jahnke, 1972; Paran y Mattern, 1975), pero no dejan
claro como es la distribucidn intrageinal de la enziiaa.
Scalzi (1967), encuentra AChE en el espacio entre fibras
nerviosas y celulas gustativas. Murray y Fujimoto (1970),
establecen la actividad de la AChE alrededor de los nervios
que penetran en la base del boton y sobre las membranas
de las celulas tipo I y II, particularmente en los sitios
de contacto con las fibras nerviosas. Las celulas tipo III
contienen, adema's, productos de reaccion en el reticulo
endopld'smico rugoso, en la membrana nuclear y, posible-
mente, en algunas de las vesfculas densas. Jahnke (1972),
tarabien encuentra actividad AChE relacionada con algunas
celulas propias del botdn. Este autor sugirid que los bo
tones contienen axones AChE positivos y axones negativos.
Las celulas tipo I estdn en contacto con anibos tipos de
axones, las ce*lulas tipo II, principalmente con axones
AChE positivos y las celulas tipo III son negativas para
la AChE en las sinapsis; su cuarto tipo de celulas, las
celulas de glicdgeno, tarnpoco muestran normalmente AChE
en los puntos de contacto con los axones. Los estudios ex
puestos por Landgreen (195^), Skouby y Zilstorff-Pedersen
(1955), Sakai (1965), Sakai y Ozawa (l965).y Ozeki y Noma
(1972), indican que la ACh y los inhibidores de AChE mo-
dulan sustancialmente los procesos gustativos. La ACh e]3
ta" generalmente proyectada como funcidn de neurotransmisor
en las uniones mioneurales y ciertas sinapsis. Sin embar-
go, la AChE se encuentra normalmente distribuida a todo lo
largo de los nervios colinergicos. JTachmansohn (1970, 197l)
y Neumann y col. (1973), han tratado de explicar la pre-
sencia generalizada de la AChE en las fibras nerviosas,
como debido a que esta enzima es necesaria para la trans
niisidn del impulso nervioso a traves de una sinapsis y
tambien para su propagacidn a lo largo de los axones. La
localizacidn de AChE en concentraciones relativamente al
tas en el poro apical de los botones, es compatible con
las microvellosidades tapizadas por membranas excitables.
Estas microvellosidades han sido implicadas en los esta-
dfos iniciales del proceso gustativo (Paran y Mattern,
1975). Sin embargo, Duncan (l963a,b, 1964), sugiere que
en las sinapsis receptoneurales de este sistema, el neu
rotransmisor no es la ACh.
En resumen, tanto los nervios como las celulas sen
soriales de los botones de la papila circunvalada central
de Mamiferos, presentan actividad AChE, pero se desconoce
hasta el momento la significacidn funcional de la enzima
en el sistema gustativo.
Observaciones histoquimicas han revelado la existen
cia de tres clases de actividad de la fosfatasa, localiza
da en la region gustativa de la lengua (Iwayania y Nada,
1967a,li) : la ATPasa y la fosfatasa dcida se encuentran
especificamente en las celulas del botdn, mientras que la
fosfatasa alcalina esta presente en las celulas superfi-
ciales del epitelio de revestimiento del surco de las pa-
pilas circunvaladas y foliadas, y no parece tener una re-
lacidn especifica con las celulas del botdn. En cuanto a
la actividad enziniatiea del sisteaia papilar durante la de
generacidn, la fosfatasa alcalina, que estd normalmente lo
calizada en la^capa superficial del.epitelio que cubre los
surcos de la papila circunvalada, disminuye gradualmente
cuando los botones degeneran y reaparece si se produce
su regeneracidn. La actividad empieza a disminuir tres
dias despues de la operacidn, alcanzando el punto mas d^
bil diez dxas mas tarde, y reaparece a partir del dia 25
(Ivayaraa y Nada, 1969) . La actividad de la fosfatasa alca
Una del epitelio gustativo ha sido indicada histoquiinica
mente por varios autores (Bourne, 19^8; Baradi y Bourne,
1951, 1953, 1959; Rakhawy, 1962; Baradi y Brandes, 1963).
Esta enziina estd dotada con papeles importantes en la per
cepcidn del gusto, pero falta, sin embargo, en las papi-
las fungiformes. La actividad enzimdtiea no puede ser pro
ducida por las celulas escamosas del epitelio de cubierta.
Rakhawy (1962), muestra una alteracidn paralela de acuer
do a las transformaciones del botdn, por lo tanto,pare-
ce razonable admitir que casi toda la fosfatasa encontra
da en la descamacidn epitelial, debe ser originada por las
celulas del botdn (iwayama y Nada, 1969). La funcidn secre
toria del botdn se habia demostrado por la existencia de
una sustancia densa que llenaba los poros gustativos y por
granulos secretorios de la misma naturaleza en las celulas
del botdn (de Lorenzo, 1958, 1963; Murray y Murray, 1967)•
Las papilas circunvaladas y foliadas, que tienen muchos
botones, tienen el producto de secrecidn en la superficie,
pero en las papilas fungiforraes, que tienen un solo botdn,
la secrecidn es escasa y faeilmente disuelta en la saliva
(Farbman, 1965), aunque parte de esta actividad puede ser
tambien debida a las glandulas linguales distribuidas en
las paredes de los surcos y a veces condensadas alrededor
de la superficie libre de sus conductos excretorios (Iwa-
yama y Nada, 1969). La APTasa del botdn es especxfica; es-
ta reaccidn tifle claramente las celulas del botdn pero no
tine el epitelio escamoso. Cuando se produce denervacidn,
la actividad ATPdsica persiste en las membranas de las c£
lulas del botdn hasta que desaparecen y degeneran. Durante
la degeneracidn y regeneracidn se pudieron ver celulas en
el botdn en preparaciones tenidas con hematoxilina-eosina
(iwayaina y Nada, 1969) . La reaccidn ATPdsica de las celulas
puede observarse igualmente en el epitelio de la papila
circunvalada de la rata recien nacida aunque Torrey (19^0),
afirma que no existen botones hasta el noveno dia de vida
postnatal. En la ldmina propia se encontrd actividad ATPa"
sica a lo largo del plexo nervioso subgemal, en animales
despues del dfa 20 de la denervacidn, y lo mismo ocurrio
en los animales observados 60 dias despues de la operacidn.
Todo esto puede demostrar que nmcha de la actividad aso-
ciada con las fibras nerviosas radica en las celulas de
Schwann normales o bien en las que sobreviven "in situ"
despues de la denervacion. Parece ser, por lo tanto, que
solo existe actividad ATPasica en la papila eircunvalada
central a nivel de las celulas de Schwann de los nervios
sensitivos y de las celulas especificas de los botones gus_
tativos.
El analisis comparativo de los botones gustativos de
los Mauiiferos con los de otras clases animales, resulta
indispensable p«.ra determinar, no solamente cuales son los
elementos esenciales del sistema, sino tambien para cono-
cer o permitir investigar el origen de las celulas gusta-
tivas, la universalidad de su neurodependencia y otras
caracteristicas.
En los Anfibios se nan descrito celulas gustativas
semejantes a las de los Mamiferos. En la salamandra se dis
tinguen tres tipos de celulas en los botones: celulas os-
curas (60$), celulas claras (30%) y celulas basales (10$).
Las celulas claras est<m localizadas en la region axial de
los botones y alcanzan la superficie, en el centro del
a"rea receptora apical; estdn virtualmente llenas de reti-
culo endopldsmico liso, niitocondrias y aparato de Golgi.
Su raorfologfa sugiere que estdn relacionadas con el trans
porte idnico y las mitocondrias servirian como fuente de
energia (Farlbman y Yonkers, 197l) . La respuesta celular a
los estimulos gustativos podria consistir en un flujo idni.
co a traves del sistema de membranas expandidas (microve-
llosidades) y este movimiento de iones seria responsable
de los cainbios en el potencial electrico de la menibrana
plasinat ica. Mirado desde este punto de vista, la morfolo
gfa de las celulas claras proporciona bases para la intej-
pretacidn de que estas celulas son receptores gustativos
en la salamandra (Fahrmann, 1967; Murray y Murray, 1967;
Uga, 1969). Estas bases son insuficientes, ya que consis
ten exclusivamente en que las celulas claras hacen conta£
tos especificos con terminaciones nerviosas y pueden con-
tener vesiculas de tipo sinaptico. Sin embargo, en esta
especie (Farbman y Yonkers,1971), estas vesiculas son mas
grandes (1000 A) que las vesiculas sinapticas tipicas que
solo tienen de 400 a 600 A (Uga y Hama, 1967; Murray y col.,
1969; Graziadei, 1970).
En la salamandra, las celulas oscuras estan tanto en
la periferia del botdn coiuo esparcidas entre las celulas
claras del centro; tienen abundantes granulos secretorios,
muchos haces de filamentos, microvellosidades, acumulacidn
infranuclear de reticulo endopl^smico rugoso y partfculas
densas que se tinen con PAS, y estarian formadas por poli
saca*ridos neutros. Esta morfologfa sugiere una funcidn
secretoria para este tipo de celula (Farbman, 1967; Murray
y Murray, 1967; Uga, 1969), y seria, por tanto, equivalen
te a la celula tipo I (oscura) de Mamfferos. Las celulas
basales se localizan en la periferia de la initad basal del
botdn y contienen vesiculas caracterfsticas densas,-de,--,,
aproximadamente 700 a 900 A de diametro, colocadas sobre
la lamina basal, pero no se observaron formas de transi-
cidn entre estas celulas y las propias del botdn (Farbnian
y Yonkers, 1971).
En los botones gustativos del axolote se han descri
to tambien tres tipos de celulas (Fahrmann, 1967; Fahr-
mann y Schuchardt, 1967). Estas, son semejantes a las de
la salamandra; las llamadas celulas A, por este autor, son
comparables a las celulas oscuras, contienen inicrovellosj.
dades apicales de proyecciones finas (descritas como tuou
lares), que se proyectan a la capa superficial filament^
sa, pero no contienen grdnulos secretorios densos (Fahr-
mann, 1967); las celulas B son comparables a las claras
por su reticulo endoplctsmico liso y sus mitocondrias, pero
sus microvellosidades no llevan proyecciones finas; las
celulas basales tienen tambien granules caracteristicos.
Fahrmann distingue dos tipos de celulas basales, uno de
los cuales esta adyacente a la ldmina basal del botdn,
mientras que el otro mantiene solamente un pequefio contac
to con el y se mantiene mus bien por fuera de la capsula.
Se han descrito formas de transicidn entre las celulas ba
sales y las celulas claras, lo cual ha sugerido la exis-
tencia de relaciones evolutivas entre ambos couiponentes,
en el axolote (Fahrmann, 1967).
Recientemente, se ha podido ver que los botones gus
tativos del axolote contienen otras celulas, no descritas
anteriormente, que presentan un largo proceso apical y son
similares a las celulas tipo III de los botones gustativos
de Maniiferos (Whitear, 1976). En las celulas de soporte
hay evidencias de decapitacidn periddica adeiuas de secre
cion por exocitosis. Fragment os bilaminares, que tienen
forma de hoja y estan constituidos por dos laminas densas
separadas por un espacio transparente, sobresalen de las
ciicrovcllosidades apicales de las celulas de soporte o se
encuentran separados en la capa extracelular secretada. La
superficie de cubierta sobre el poro del botdn gustativo
en el axolote, es h 6 5 veces mas gruesa que en el epitjj
lio vecino y el numero de fragmentos bilaminares en el
area del poro es unas 100 veces mayor. Esto sugirid que
la actividad secretoria de los botones es muy grande, la
renovacidn continua del material superficial contribuirfa
a lavar la superficie apical, y los fragmentos bilamina-
res representarian un material, probablemente lipoprotei-
co, que tambien participaria en el proceso de limpieza
(Vhitear, 1976).
Los botones gustativos de Anuros tienen forma de dis_
co; los de la rana nan sido interpretados solamente coino
quimioreceptores, coino quimioreceptores asociados a meca-
noreceptores o como mecanoreceptores puros (Boeke, 193^).
El an^lisis ultraestructural de estos botones reveld que
estan compuestos por celulas sensoriales, celulas de sq£
tdn y fibras sensoriales conectadas a las celulas por me
dio de sinapsis (Graziadei y de Han, 1971; de Han y Gra-
ziadei, 1973; Hirata y Nada, 1975). Se pueden distinguir
dos tipos de celulas que representarfan formas maduras e
inma&uras de un mismo elemento. Las celulas jdvenes termi
nan en un pincel de microvellosidades y contienen un ret^
culo endoplcismico liso en disposicidn espiralada (von Du-
ring y Andres, 1976). Formaciones identicas de retfculo
endoplasmico se encontraron en las celulas sensoriales
del drgano de Jacobs on y en las celulas de soporte de la
niucosa olfatoria de los pdjaros ( Drenckhahn, 1970). Las
celulas sensoriales jdvenes estan rodeadas por fibras ner
viosas pero no se nan encontrado especializaciones sinap-
ticas entre ellas . Las terininaciones nerviosas parecen
inducir la diferenciacidn y maduracidn de las celulas pre
gustativas o inmaduras. Las celulas sensoriales maduras
de la rana terminan en un proceso de forma alargada; sus
procesos basales establecen sinapsis con ramas de fibras
nerviosas gustativas aferentes, Celulas glandulares y c£
lulas satelites de sosten envuelven los finos procesos
apicales de las celulas sensoriales. En la base del disco
gustativo se encuentran hasta diez celulas de Merckel que
forman un complejo con las terminaciones nerviosas. Hay
dos tipos de fibras mielinizadas, grandes y pequenas;
las fibras pequenas inervan las celulas gustativas y las
n.as gruesas inervan las celulas de Merckel.
En Peces, algunos investigadores han descrito taiabien
dos tipos de celulas que llegan a la superficie del poro
de los botones gustativos. Unas celulas tienen una pro-
yeccidn prominente en el apice, encima de un cuerpo fibri
lar flanqueado por vesiculas, mientras que otras, presen
tan microvellosidades apicales y rodean a las anteriores
(Desgranges, 1966; Hirata, 1966; Whitear, 1971;Schulte y
Holl, 1971, 1972). La mayorfa de los autores denominan a
estas celulas como Claras y oscuras, respectivamente, dan
do a ambas el papel de celulas receptoras (Velsch y Storch,
1969; Storch y Velsch, 1970; Reutter, 1971). Las celulas
gustativas oscuras de Peces corresponden a las celulas
tipo I de la papila foliada de Mamiferos, cuya estructu
ra parece ser esencialmente secretoria, al tiempo que ac
tuan como elementos de soporte (Murray, 1973); contienen
tambien granulos y vacuolas Claras (Desgranges, 1965; Reu
tter, 1971; Grover- Jhonson y Farbnian, 1976). En el pez-
gato se han hecho otras observaciones interesantes, tales
COEIO la ausencia de nucleolos en las celulas claras. Es-
ta caracteristica y su relativa pobreza en ribosomas ci
toplasmaticos, sugiere un bajo nivel de sintesis de pro-
tefnas en las celulas Claras, lo cual no indica que sean
metabdlicamente inactivas, ya que. contienen muchas rnito-
condrias y un extenso reticulo endoplclsniico liso. Posi-
blemente asociado con la ausencia de nucleolos, es la pre
sencia de bandas anulares de filamentos en el interior
del nucleo; esto sugirio que las celulas claras pueden
tener un reducido nivel de sintesis de RNA y, por lo tan
to, de proteinas (Lane, 1969; Grover-Jhonson y Farbman,
1976).
En Peces (Hirata, 1966), las celulas basales fueron
1&S primeras reconocidas como un tipo de celulas indepen
dientes (y no como celulas de la estirpe de las claras y
oscuras, tal como fuera sugerido por Heidenhain en
Estas celulas han sido estudiadas en la carpa (Huga y Ha
ma, 1967), en Saccobranchus(Rajbanshi y Tewari, 1968) y
tainbien en la salamandra (Farbman y Yonkers,; 1971) • La
convergencia de "procesos llenos de vesfculas" de las CJ|
lulas Claras hacia las celulas basales y la estrecha aso-
ciacidn entre estas dos estructuras, sugiere que puede
existir una relacidn funcional entre ellas. Aunque no se
han encontradQ evidencias de uniones sindpticas entre es_
tos dos tipos de celulas, hay especializaciones de la mem
brana en forma de desmosomas (Grover- Jhonson y Farbman,
1967). La estrecha asociacidn entre las membranas de estas
celulas y la presencia de vesfculas en las celulas basales,
topogra*ficamente relacionadas con procesos citoplasmaticos
de celulas Claras tambien llenos de vesfculas, ofrece al-
gtm apoyo morfoldgico a la hipdtesis de Reutter (l97l), de
que las celulas basales podrfan tener una funcion modula-
dora en la transmision de la informacidn gustativa desde
las celulas receptoras al sistema nervioso central.
La pobreza de desmosomas y virtual ausencia de hemi-
desmosomas en las celulas basales, sugiere que pueden no
ser de origen epitelial. Se ha hipotetizado que las celulas
basales se originan en las crestas neurales y migran luego
a los lugares donde se estan formando los botones gustatj^
vos (Grover-Jhonson y Farbman, 1976).
Es bien conocido que en Mamfferos adultos y Peces,
los drganos gustativos degeneran y desaparecen en un tiem
po relativatiente corto despues de la seccidn experimental
de sus nervios sensoriales (von Vintschgau y Honigschmied,
1877; von Vintschgau, 1880; Hermann, 1885; Olmsted, 1920,
1921; Brockelbank, 1925; May, 1925; Torrey, 193^; 19^0;
Wagner, 1953; Guth, 1957, 1958, 1963; Zelena", 196M • Si
los nervios gustativos regeneran en las dreas que inerva-
ban previamente, los botones gustativos reaparecen (Griffi
ni, 1887; Guth, 1958; Zalewski, 1969). Normalmente, esto
ocurre solo bajo la influencia de nervios sensitivos y no
como respuesta a la reinervacidn con nervios motores puros
(Guth, 1958; Zalewski, 1969). Durante el desarrollo, las
celulas del botdn gustativo se diferencian solamente des-
pues de que los nervios crecen y se introducen en el epi-
telio (Farbman, 1965). Estos descubrimientos han sugerido
que las fibras nerviosas podrian liberar un factor neuro-
humoral capaz de producir y mantener la diferenciacidn de
los botones (Olmsted, 1920; May, 1925; Torray, 193*0, y
posiblemente el desarrollo temprano de los botones en el
feto (Hermann, 1885; Graberg, 1889; Farbman, 1965). Olms-
ted (1920), habia sugerido que alguna sustancia con accidn
hormonal, en el hombre, era secretada constantemente por
las fibras sensitivas. El estado normal de un botdn gusta
tivo se mantendria solamente el tiempo que recibiera la
llegada de esta sustancia. La eliminacidn del sustrato
cortando el nervio, era suficiente para causar la desintji
gracidn del drgano sensitivo; la restauracidn del nervio
y con ello de su secrecidn, traeria consigo la restaura-
cidn del botdn. May (1925), interpretd los resultados de
sus investigaciones del mismo inodo, y Parker (l93l), ha
sugerido que la misma explicacidn puede aplicarse al desa
rrollo embrioldgico normal de estos drganos.
La sustancia o factor diferenciador se formaria en el
cuerpo de la celula nerviosa y migraria a lo largo de sus
prolongaciones perifericas en direccidn centrifuga.
Las alteraciones que sufren los botones gustativos
cuando son denervados, apoyan la hipdtesis de la funcidn
trdfica de los nervios en general y especialmente con re£
pecto a las fibras sensoriales. La naturaleza de esta fun
cidn es todavia desconocida e incluso la hipdtesis de una
accidn humoral o quimica especifica, se considera incierta
(Parker, 1932; Singer, 1964; Guth, 1968). Sobre las bases
de la hipdtesis del paso de proteinas o nucleoprotexnas
desde las terminaciones nerviosas a los drganos inervados
(Miani y Olivieri-Sangiacomo, 1968), se puede sugerir que
estas proteinas influyen en el metabolisrao y producen el
inantenimiento de las celulas gustativas. En el caso de las
fibras nerviosas sensoriales, se puede senalar que su efe£
to trdfico sobre los drganos receptores se ejerce en dire£
cidn opuesta a la conduccidn de^los impulsos. La funcion
trdfica de las fibras gustativas se considera, ademas, que
opera ya durante la vida embrionaria en el hoinbre, contro-
lando la diferenciacidn de las celulas sensoriales corres-
pondientes (Hermann, 1885; Torrey, , 1940; Farbman,, . 1965b) .
Estudios recientes muestran tai;;bien la dependencia trdfica
de algunas enzimas sobre la inervacidn integral de la pa-
pila circunvalada de la rata (Zalewski, 1968, 1969). Ade-
mas, se puede senalar que, en el caso de los botones gusta
tivos, la influencia trdfica de los nervios sensoriales
llega a ser particularmente compleja debido a la ra'pida
renovacidn de las celulas y a los procesos de diferencia
cidn de las celulas epiteliales en receptores gustativos
quimicos (Beidler, 1963; de Lorenzo, 1963; Beidler y Smal2
man 1965).
La suspension de la funcidn trdfica producida por la
denervacidn, traerfa como cons ecu encia una fait a en la dj.
ferenciacidn de las celulas epiteliales comunes en quimij}
receptores sensoriales. Despues de la denervacidn persis-
ten durante un tiempo las celulas ya diferenciadas, pero
la diferenciacidn no continua. De acuerdo a varios autores,
las celulas gustativas se diferencian y maduran solamente
en el caso de que los toot ones sean reinervados (Wagner,
1953; Guth, 1958).
La demostracidn de que los botones gustativos regene
ran despues de la excision de la papila gustativa, indica
que otras celulas, adenias de las que cubren la papila, pmj
den dar lugar a los botones gustativos (Zalewski, 1969).
En cultivos de botones de papilas circunvaladas de rata
previamente denervadas, se ha visto que los botones apare
cen solamente en aquellos cultivos que contenian el gan-
glio craneal adicional (Farbman, 1972) . Este autor no de£
carta la posibilidad de que las papilas hayan sido reine^ r
vadas por fibras procedentes de las neuronas ganglionares.
A pesar de que las neuronas no estaban, aparentemente, en
buenas condiciones, conservaban la capacidad para producir
la diferenciacidn de los botones (Farbman, 1972) . Esto ap£
ya los experimentos de Zalewski (1970), que mostrd que la
croiaatolisis experimental de las neuronas del ganglio nodo
so, no afecta sensiblemente a la estructura de los botones
gustativos de la papila circunvalada central de la rata,
"in vivo".
Estos experimentos demuestran que el efecto tr6f±co
o dilerenciador de los nervios gustativos se mantiene aun
cuando de produzcan alteraciones experimentales a nivel
de los cuerpos neuronales correspondientes. Esto fue in-
terpretado por Zalevslci (1970), COEO una evidencia a favor
de un proceso de sintesis de factores trdficos dentro mi£
mo de las fibras sensitivas. Es mas ldgico, sin embargo,
que los cuerpos neurocales alterados puedan mantener la
sfntesis de factores trdficos en las neuronas alteradas.
Indudablemente, la sintesis proteica y de otros componen-
tes esenciales para el mantenimiento de las fibras nervio
sas, nan continuado ocurriendo en e^tas neuronas; caso con
trario, los nervios miSKios habrian degenerado en su tota-
lidad, tal como ocurre despues de la seccidn.
Se nan dado varias interpretaciones concernientes a
la distribucidn de las fibras nerviosas y su relacidn con
las celulas de los botones. En el plexo subepitelial, las
fibras amielinicas esta"n envueltas por mesoaxones de eelu
las de Scliwann. Aparenteniente, estas fibras van al botdn
introduciendose por su poro basal. Aparecen entonces envuel
tas por laniinillas citoplasma'ticas de celulas oscuras (ti-
po i) y hacen, de tanto en tanto, contactos especializados
con las celulas claras (tipo II) y las celulas intermedias
(tipo III) (Fernandez, 1977). Estos contactos se realizan
tanto en las regiones basales como en las apicales del bo
tdn. En los botones gustativos, las vesiculas sinaptieas
residen en el componente postsinaptico, es decir, en la
terminacion sensitiva (de Lorenzo, 1958). Algiuias estruc-
turas descritas por de Lorenzo (1963), como axonales, pue
den ser perfiles de celulas receptoras. Las observaciones
de Gray yvWatklns (i.965) , ,niuestran que se encuentran, de
hecho, vesiculas en los componentes pre y postsindpticos
que oscilan entre 400 y 2000 A de diametro y no muestran
tendencia a agregarse. Difieren en estos aspectos, de las
vesiculas sinapticas de la placa motora y otras sinapsis,
por lo que no seria prudente aplicarles la designacidn de
vesiculas sinapticas, ya que esto implica que contienen
un neurotransniisor. Sin embargo, hay una hendidura defini
da en la sinapsis de los botones gustativos, por lo que
la transciisi<5n debe ser necesariamente quiinica (Gray y
Watkins, 1965). Las vesiculas sinapticas descritas por
Gray y Watkins (1965), a nivel de la region presinaptica
de la celula receptora, probablemente contengan el corres
pondiente neurotransniisor. Existen evidencias en cuanto a
la naturaleza de este neurotransniisor en la rana, el cual
seria serotoninergico, pero se desconoce la naturaleza del
mismo en los Mamfferos.
La ausencia de neurofilamentos argirofflicos en las
fibras gustativas preterniinales, explica por que fue imp£
sible seguir el recorrido de estos componentes dentro de
los botones gustativos en preparaciones tenidas con el me
todo argentico de Bielchowsky (Gray y Watkins, 1965), Nu-
merosos tubulos de 200 A aparecen en estas fibras (Gray y
Watkins, 1965), y esto es una buena evidencia para apoyar
el trabajo de Gray y Guillery;(1963), sobre la ausencia
de argirofilia por parte de los microtubulos neuronales
en general.
Ya indicaaos anteriormente que algunos autores consul
deran que hay una transformacion gradual dentro del botdn,
de celulas oscuras a Claras pasando por un estado de celul
las intermedias. Las celulas de la parte basal del botdn
son de citoplasina y nucleo oscuro, mientras que las celu
las claras se localizan en regiones mas apicales. Esto in
dica que la evolucidn o maduracidn de estas celulas se
acoiapana de cambios posicionales. (iwayama, 1970). En la
denervacidn, las celulas oscuras son las primeras en desji
parecer, como fue demostrado por Farbman (1969), quien su
girid, adenias, diferentes periodos de vida para celulas
claras y oscuras. Otra posible eXplicacidn es que las celu
las oscuras son las precursoras de las celulas claras. Si
no se diferencian nuevas celulas en el botdn despues de la
denervacidn, las celulas oscuras que estabac presentes en
el niomento de la denervacidn, podrian continuar evolucio-
nando hacia celulas claras, de tal modo que las celulas
oscuras serfan las primeras en desaparecer (iwayama, 1970).
Con la regeneracidn de las fibras nerviosas, solamente las
celulas oscuras aparecen inicialmente; celulas claras tf-
picas lo hacen, aproxiniadamente, nueve dias despues. Esta
secuencia de regeneracidn sugiere ^ambien una foriuacidn
de celulas claras a partir de celulas oscuras (iwayama,
1970), y muestra, por otra parte, que las celulas claras
viven durante poco tiempo (poco mas de un dia) ya que el
ciclo vital de la celula gustativa alcanza, por termino
medio, diez dias (Beidler y Smallman, 1965).
Aunque se pueden dar otras explicaciones sobre estos
resultados, se ha propuesto una secuencia continua de de
sarrollo de las celulas del botdn. Las celulas oscuras de
la capa germinal evolucionarian hasta celulas epiteliales
Claras que serfan desplazadas hacia el poro apical de los
botones, mientras tanto, otras van diferenciandose, por
accidn de los nervios sensoriales, en celulas oscuras y asi
sucesivamente. Cuando las celulas oscuras envejecen, cam-
biarian gradualmente a celulas Claras pasando por una eta
pa de celulas intermedias; probablemerite, las celulas Cla-
ras se esta"n descamando continuamente a traves del poro
apical. Esta hipdtesis fue dada por Iwayama (1970).
Se nan dado variaciones en el tiempo de desaparicidn
y reaparicidn de los botones despues de la seccidn del ner
vio, en las distintas especies estudiadas. Durante la de-
generacidn y despues de la denervacidn (Olmsted, 1920,
1921), se han observado nmchos leucocitos intracorpuscu-
lares, lo cual fue considerado ccmo parte de un proceso
de descamacidn y fagocitosis. Sin embargo, ya nemos mencijo
nado la presencia de algunos leucocitos en los botones nor
males (Olmsted, 1920, 1921; Vhiteside, 1926; Baradi y Bour
ne, 1953). Farbman (1969), observd cambios degeuerativos
de las fibras nerviosas preterminales 12 d 2k horas des-
pues de la denervacidn, pero los nervios fueron fagocita
dos, aparentemente, por las celulas oscuras del boton y no
por leucocitos. Es provable que los leucocitos solamente
invadan los botones en ocasiones de dafio excepcional o
bien de dafios menores debidos a agentes abrasivos o quf-
micos que alteran por igual a todos los tipos celularss
de los botones gustativos durante la ingestidn de coinida
(Beidler y Smallman, 1965). Tal es el caso observado a ni
vel de los nervios perifericos donde los infiltrados leu
cocitarios afectan exclusivamente a los sitios lesionados,
pero las fibras degenerativas distales a la lesion, son
fagocitadas por las celulas de Schwann (Singer y Schade,
1964, 1965; Schade* y Ford, 1963).
Ultraestructuralmente, se observan tambien signos d^
generativos en los botones denervados. En las celulas poco
diferenciadas y celulas tipo I aparecen cuerpos densos de
tipo lisosdmico. Se puede presumir que la abundancia de
lisosomas en las celulas degenerativas del tipo I, es deb^
da, al menos en parte; a la aparicidn de procesos autofa-
gicos (Schmidt, 1962) . La posibilidad de que algunas de
estas formaciones de tipo lisosoma puedan contener rema-
nentes de terminaciones nerviosas fagocitadas, no puede
ser absolutamente excluida, pero es probable que muchos
de ellos sean lisosomas primarios tipicos (Olivieri-San-
giacomo, 1970).
Otro aspecto del proceso degenerativo se refiere a
la organizucidn citoplasmatica de las celulas tipo II que
de acuerdo a Olivieri-Sangiacomo (1970) , son ma's dif eren
ciadas y degeneran mas ra"pidamente que las oscuras . Este
autor postula que hay diferentes sustancias trdfieas para
ambos tipos celulares o, simplemente, diferencias en la
respuesta de las celulas con diferentes grados de diferen
ciacidn, a un misico factor neural.
Las observaciones y los experimentos comentados en
este resumen bibliogra*f ico, muestran que los conocimientos
acerca de las caracteristicas estructurales de l&s celulas
gustativas, asi como las peculiaridades de su sistema de
inervacion, se nan incrementado notablemente en los ulti-
mos afios conio consecuencia del aporte decisivo de la mi-
croscopia electronica. Poco se ha avanzado, sin embargo,
en lo referente al origen de las celulas gustativas y su
mecanismo de diferenciacidn. Un solo hecho ha sido fcien
demostrado: estas celulas son neurodependientes. El resto
de las interpretaciones periuanece en un piano ineramente
hipotetico y las contradiciones entre las interpretaciones
de los distintos autores no son la excepcidn sino la regla.
Capftulo 3. PLANTEAMIENTO
Las celulas gustativas representan un sistema de d
renciacidn neurodependiente que lleva a la formacion de
transductores capaces de responder selectivamente ante
mulos gustativos deteriuinados. En este sistema, y al ignal
que en otros organos sensoriales, son celulas receptoras ej5
pecializadas las que contienen el aparato transductor. Exi_s
ten sistemas sensoria1es, en los cuales las terminaciones
nerviosas mismas actuan coino transductores, pero no es ste
el caso en los corpusculos gustativos de las papilas lin^ u^ i
les.
Los corpusculos gustativos representan, por lo tanto,:
a) un complejo sistema fisiologico relacionado con la gust_u
cion y b) un sistema relativaniente siuple de diferenciacion
celular, bajo el comando directo del sistema nervioso. Nos
ha interesado este segundo aspecto del sistema.
Se sabe que los receptores aciisticos, equilibratorios
y otros, son estructuras neuro,ependi^ntes permanentes. Si
se interrumpen sus conexiones neurales, estas celulas neuro
epiteliales degeneran en forma definitiva. No ocurre lo
mis:, o con los corpusculos gustativos. Si bi^n las celulas
gustativas taiubien degeneran en auseuiia de inervacion, es
tas pueden volver a diferenciarse si el epitelio correspon
diente es reinervado con libras sensitivas. Esta plastici-
dau de los botones gustativos hace que resulten un u»ouelo
muy valioso para el analisis de la diferenciacidn neurodji
pendiente en general.
Las celulas gustativas, por ser estructuras inestables,
tienen un ciclo vital relativamente cor to y forinan parte
de un sistema en el que los procesos de uifereneiucidn (en
trada) se encuentran equilibrados con los procesos de in-
volucidn (salida). Los botones gustativos, cualquiera que
sea su localizacidn, constan fundamentalniente de tres tipos
celulares que nan sido denominados: celulas oscuras (tipo I),
celulas claras (tipo II) y celulas intermedias (tipo III).
Estas, nan sido estudiadas extensivamente con microscopia
optica, histoquimica y iaicroscopia electrdnica. Sin embar-
go, no esta aclarado en la actualidad el papel que cada una
de estiio celulas cumj^ le en el proceso de transduccidn, ni
tauipoco su signif icacidn en el ciclo de dif erenciacion de
los botones. nemos vis to que para de Lorenzo (1956) y 3ei_d
ler (1965), las celulas Claras son eleinentos de soporte,
mientras que las oscuras oon los receptores gustativos. Otros
autores (Gray y 1,'atkins , 1965; Murray y col., 1969; Murray
y Murray, 1970; Takeua y Hoshino, 1975), opinan, en cam-
bio, que las celulas oscuras uel botdn son las que realizan
las funciones de sosten, mientras que las intermedias y
claras tendrian una funcidn gustativa. Finalmente, para
otros, los tres tipos de celulas podrian actuar couo ^
tores (Riiociin, 1963) .
A pesar de que la neurodependeneia de los botones es
un hecho indiscu Li ble, no se conoce ha&ta el luomento: a) el
luecanisiao de acciJn de la iiu'luei.cia neural, ni ta; poeo, b)
el o los tipos de celulas corpusculares sensibles a los ia_c
tores neurales diferenciadores.
Otro aspecto que queda por resolver es el origen de
los botones gustativos. Beidler y Smalliiicu! (1965) llegan a
la conclusion de que las celulas epiteliales de la capsula
de los botones se dividen mitoticamente bajo el comando neii
ral para penetrar luego en los botones y diferenciarse l'i-
naliuente en celulas gustativas. Aunque con menos uetalles,
el origen epitelial cle los botones habia sido ya sugeriao
por Graoerg en 1&98 y se acepta aiin en la actualidau. Sin
ealmrgo, Tuckermann (1889) habia apuntado 10 anos antes, que
las celulas de los botones podrian tener un origen neural
y, recienteinente, Reutter (1971) volvid a plantear la posibi_
lidad de que las celulas intracorpusculares pueden tener un
origen distinto al epitelial. kas aun, cuando ya Iiabiauios
iniciado nuestro ti-abajo, Grover-Jhonson y Farbman (1976),
volvieron a replantear este problema sugiriendo que las c£
lulas basales do los botones serian los elementos troncales
d^ . este proceso de diferenciaeidi, y podrian derivar de las
crestas neurales. Estos autores apoyan esta cugerencia iias
bien en consicleraciones teoricas, que en uatos enperiLienta-
les .
Cuando proyectaL.os nuestro trabajo, lo liiciiiios en base
a tres interrogantes principales:
I9) i Cual es el origen de las celulas que foruan los
botones gustativos?.
2-) 6 Cual es el papel de cada imo de los tip;,s celulares
intragemales en el mecaiiisi. o de la dif erenciacidxi?. Este
interrogante involucra varios aspectos de especial inte/es;
entre ellos: £los diferentes tipos de celulas gustativas
representan diversos estadios de una linea de diferencia-
cion unica o son independientes entre si?.
3-) i De que manera actuan los factores diferenciauores
neurales sobre los botones gustativos y sobre que tipos Cj3
lulares estos factores son efectivos?.
Para resolver e->tt.s incognitas liemos centrado este tra
bajo en un solo tipo de papila gustativa, la circunvalada
central de la rata, porque esta estructura pr senta una p£
sicidn esta^le y accesible y tiene el taiuaiio suficiente c^o
mo para poder ser faciiuente extirpada, injertada en otros
sitios o bien iiiyecctada con farmacos astivos soare la ci-
ferenciacidn celular.
Nuestro ejtudio consta de dos aproximaciones metod^
ldgicas:
1) El estudio ontogenetico de los botones de la papila
circunvalaca central de la rata, fue realizado mediante
procedimientos histoldgicos e histoquimicos en las papilas
de animules prenatales, recien nacidos, iniauduros y adultos.
2) El analisis experimental de Lies tipos de inodiiica-
ciones de las condiciones uuruales:
a) Extirpacion quiriirgica de lii papila, para estudiar
su posiole regeneracidn y,en oaso u£iruativo, la manera en
que se realiza la re^e.ie.acidii ue los jotones ^ustaLivos.
b) Trans plant e de la papiia a una zona prdxiL.a ue la
superficie lingual, con el objelo de investigar si la pa-
pila injertada es viabJe y el ei'ecto que la nueva locali-
zacion pudiera tener sobre los botones gustativos contenj.
dos en su epitelio.
c) Inyeccidn local de una droga que detenga el transporte
axoplasmico (colchicina) con el fin de tietert.inar los canj
bios que se produzcan en las estructuras neurodependientes
y relacionar estos cambios con el estado trdfico de las fj_
bras y terminaciones nerviosas afectadas.
Una aproximacidn experimental al estudio de la difereii
ciacidn de los botones gustativos, como el que acabamos de
resumir, no ha sido realizado hasta el momento. Por otra
parte, la mayoria de las conclusiones experimentales exi^
tentes en la literatuia sobre e^te sistema de diferencia-
cidn, provienen de observaciones realizauas con microsco-
pia dptica convencional y de la aplicacidn de dos tecnicas
his toqufinicas efectivas para la color^cidn de las fibras
nerviosas pajilares y los botones gustativos (AChE y .^ TPasit) .
Estos nietodos fueron tainbien aplicados en nuestro eotuciio,
pero se realizaron tambien tecnicas de microscopia dptica
de alta resolucidn, asi couio tecnicas de microscopia elec-
trdnica, con lo que fue posible obtener un caudal de infer ;
macidn suficieiitemente amplio como para responder parcial o




C a p i t u l o k. MATERIAL Y METODOS
k.l.- DESARROLLO GENERAL DE LA PAPILA CIRCUNVALADA CENTRAL
El animal utilizado para estos experimentos ha sido
la rata blanca de la cepa Wistar. Con el objeto de estu-
diar el desarrollo ontogenetico normal de la papila cir-
cunvalada central, se nan empleado animales de distintas
edades, desde periodos fetales haata adultos.
1) Animales en edad fetal.
Los animales mas jdvenes que se nan tornado en eonside-
racidn, son los fetos de 19 dias. Las ratas fueron aparea
das en el womento del estro y la inseminacidn fue determi
nada mediante el analisis de la presencia de esperinatozojL
des en el exudado vaginal. Los fetos fueron obtenidos qui
riirgicamente, e inmediatamente decapitados, a los 19 dfas
de la inseminacion. Las lenguas fueron disecadas lo mas ra
pidamente posible e incluidas en distintos medios de acuer
do a las diversas tecnicas. Estas tecnicas utilizadas fue
ron las siguientes:
a) microscopia optica; tincidn con heniatoxilina-eosina
en cortes de parafina (animal F-l) y tincidn con toluidina-
bdrax en cortes de Epdn (animales F-2 y F-5l).
b) histoquimica: tincidn para AChE en cortes de crios-
tato (animal F-l*tO) .
c) microscopia electrdnicc: en material incluido en
Epdn y coloreado con acetato de uranilo-metanol y citra-
to de plomo (animales F-2 y F-5l).
2) Animales recien nacidos.
Se han tornado 6 animales en el momento del nacimiento,
sin cumplir un dia de vida y sin que hayan mainado. Se les
ha sacrificado tarabien por deeapitacidn y disecado la len
gua. Con estos animales se han seguido los mismos metodos
de ana'lisis que con los anteriores. Los animales designados
con la nomenclatura RN-19, RN-236 y RN-237, fueron incluf-
dos para tincidn con hematoxilina-eosina en cortes de para
fina; los animales RN-20 y RN-30 fueron asignados para tin
ci6n con toluidina-bdrax en cortes de Epdn y para microsc^
pia electrdnica, y el animal RN-2? se utilizd para la tec
nica histoquimica de AChE.
3) Animales de* priinera semana de vida postnatal.
Hemos elegido 15 animales del cuarto dfa de vida post-
natal que fueron decapitados, extirpada la lengua e inclui.
da para tres tipos de tecnicas:
a) microscopia dptica: de la que se hicieron preparaci^)
nes teriidas con hematoxilina-eosina (animales RN-1 y RN-10)
y preparaciones teriidas con toluidina-bdrax (animales RN-94,
RN-167, RN-168, RN-172, RN-173, RN-245, RN-255).
b) histoquimica; se hicieron tecnicas de AChE (animales
KN-2, RN-12, RN-115, RN-133) y ATPasa Na+ y Mg + + dependien
tes (animales RN-66, RN-170).
c) microscopia electrdnica: (animales EN-168, RN-173,
mi-2k5, RN-255).
4) Animales de segunda semana de vida postnatal.
Diez animales de segunda semana de vida, fueron sacrifi
cados el dia 11; se les aplicaron los mismos procedimientos
que a los animales de primera semana. Un animal, RN-*il, fue
incluldo para tincidn con hematoxilina-eosina; los animales
RN-14, RN-6 y RN-17, se utilizaron para tincidn con tolui
dina-bdrax, asf como para microscopxa electrdnica; la tec
nica histoquimica de AChE fue aplicada a los animales RN-
3 y RN-15 y la de ATPasa, a los animales RN-92, RN-136,
HN-194 y RN-153.
5) Animales de tercera semana de vida postnatal.
Se eligieron 7 animales, los cuales se sacrificaron el
dia 18 de vida extrauterina de la mi sin a manera que indica
mos en los animales anteriores. Los animales RN-7 y RN-16
fueron incluidos para tincidn con hematoxilina-eosina; S£
lo un animal, RN-18, se empled para la tecnica de tincidn
con toluidina-bdrax en cortes de Epon ,asf como para mi-
croscopia electrdnica; las tecnicas histoquimicas se apli
caron a los animales RN-8, RN-18 y RN-65 (AChE) y RN-64
(ATPasa) .
6) Animales adultos.
Para el estudio de los animales adultos, se nan escogi.
do 11 individuos de tres meses de edad y aproximadamente
200 gr. de peso. Fueron sacrificados con eter y sus len-
guas fueron estudiadas con las mismas tecnicas que nemos
mencionado anteriormente de la siguiente manera:
a) los animales A-123, A-126, A-198, A-199 y A-240, fue
ron incluidos para tincidn con toluidina borax en cortes
de Epdn.
b) los animales A-100, A-25l,.A-252 y A-253, se exami-
naron con microscopia electrdnica.
c) se utilizaron dos animales para la& tecnicas histo-
quimicas: A-155 para AChE y A-101 para ATPasa.
4.2.- DIFERENCIACION DE LOS BOTONES GUSTATIVOS.
La diferenciacidn de los botones gustativos ha sido
observada en los misinos animales y con las mismas prepara
ciones que utilizamos en la seccion 4.1.
4.3.- NEOFORMACION PAPILAR Y REGENERACION DE LOS BOTO-
NES GUSTATIVOS.
En los animales utilizados para este experimento, he
mos procedido a extirpar quirurgicamente la papila circun
valada central. La anestesia que se empled fue nembutal al
0.5$ en alcohol del 10% (inyeccidn intraperitoneal) o eter,
Los animales fueron colocados en posicion vertical, lo que
se consiguid manteniendolos en una caja, con un agujero en
la parte superior, por el que asomaba exclusivamente la qa
beza. Se les abria la boca mediante 4 garfios acoplados a
elasticos y se traccionaba fuertemente la lengua mediante
un gancho, hasta que se ponia a la vista la papila circun
valada central. Se hacia una incision con un punzdn inme-
diatamente por delante de la papila y a continuacidn se
cortaba esta con uiia tijera pequeiia.
En algunos animales fue extirpada la papila coinpleta
y los correspondientes surcos (depapilacidn total); en
otros se extirpd solamente la meseta papilar (depapilacidn
parcial). Se trataron de esta manera 9 animales que fueron
sacrificados con eter a los 3 (animales AD-244, AD-245,
AD-248), 5 (animal AD-75), 6 (animal AD-77), 13 (animal
AD-54), 16 (animal AD-60), 23 (animal AD-126),y 45 (ani-
mal AD-72) dias despues de la operacidn. Despuds de
car las lenguas, las papilas fueron incluidas para histo-
quiinica (AChE y ATPasa).
*
4.4.- AUTOINJERTOS PEDICULADOS DE LA PAPILA.
Con un grupo de 6 animales (AC-163, AC-158, AC-156,
AC-91, AC-183, AC-235) hemos realizado el experimento de
injertar la papila a uno de los lados de la lengua. Estos
animales fueron anestesiados por medio de nembutal 0.5$ en
alcohol del 10%, inyectado intraperitonealrnente; solo en
un caso nemos utilizado eter como anestesico. Con el mismo
metodo que mencionamos en los experimentos anteriores, he
mos dejado a la vista la papila circunvalada, bajo lupa.
Una vez localizada la papila, extirpamos un islote del epi^
telio dorsal de la lengua, lateral a la papila pero a su
mismo nivel. A continuacidn, se practicd una incision alre
dedor de la papila abarcando mas de la mitad de su circun
ferencia, y se cortd bien profundamente la papila por esta
incision, con lo cual, la papila queda suelta pero unida
a la superficie dorsal de la lengua mediante un pediculo
posterior. Con unas pinzas, se desplazd la papila hasta
el lugar donde se habia extirpado el islote epitelial y
se fijd a los bordes de la herida por medio de uno o dos
puntos practicados con un cabello hilvanado en una aguja
de cornea. Se observaron las maximas condiciones de esteri.
lidad y los animales se mantuvieron sin comer hasta dos
dfas despues de la operacidn. Los animales asf tratados
fueron sacrificados con eter, Ik, 15, 30, 40 y 60 dias
despue*s de la operacidn y sus lenguas fueron estudiadas
con microscopia optica en cortes de Epdn tenidos con t£
luidina-b<5rax.
k.5.- EFECTO DE LA COLCHICINA SOBRE LA DIFERENCIACION DE
LOS BOTONES GUSTATIVOS.
Al igual que en los experimentos de depapilacidn y de
autoinjertos, los animales fueron colocados en posicidn
vertical, bajo lupa, y las lenguas traccionadas.
Del grupo de 21 animales incluidos en este experimen
to, 5 fueron utilizados como controles (animales ACol.-
113; ACol.-125, AC0I.-179, ACol.-195, ACol.-17l), en los
cuales se realizaron una 0 dos inyecciones con el mismo
volumen (suero fisioldgico) utilizado en las inyecciones
de los animales experimentales.
El grupo de 16 animales experiiuentales fue anestesia
do con neuibutal o eter e inyectado con colchicina 10 mM;
a) 15 de estos animales fueron inyectados localmente
bajo la superficie libre de la papila, bajo el surco cir
cunvalar 0 por debajo del epitelio inmediatamente anterior
a la papila, niediaiite una aguja de vidrio acoplada a una
jeringa accionada por un micronianipulador. A la colchicina
se le afiadid azul de metileno para comprobar la difusidn
de la inyeccidn. La cantidad inyectada fue de unos 15 mi
crolitros.
- cinco de estos 15 animales recibieron una sola in-
yeccidn local de colchicina y fueron sacrificados 6 (ani-
mal AC0I.-8O), 10 (animal AC0I.-87), 11 (animal AC0I.-56),
y 12 (animales ACol.-^2 y ACol.-8l) dias despues. Todas
estas lenguas fueron estudiadas raediante histoqufmica (AChE
y ATPasa) .
•— diez aniciales recibieron dos inyecciones locales de
colchicina con un intervalo constante de cinco dias pero
fueron sacrificados 2 (animales ACol.-2l5 yACol.-22l), k
(animal ACol.-21'i), 5 (animales ACol.-204, ACol.-228, ACol.-
210, ACoL-213, ACol.-2l4, AC0I.-238, ACoL-239) y 15 (ani
mal AC0I.-25O) dias despues de la segunda inyeccidn. Tres
de estos animales fueron destinados a histoquiinica y los
siete restantes fueron estudiados con microscopfa dptica
(tincidn toluidina-bdrax) y microscopfa electrdnica.
b) por ultimo, un solo animal de los 16 (animal ACol.-
205), recibid dos inyecciones de colchicina en la papila
altemadas con otras dos intraperitoneales (l mgr. de co_l
chicina por kilo de peso del animal). Las inyecciones se
realizaron a intervalos de dos dias cada una, el animal
fue sacrificado dos dias despues de la cuarta inyeccion
y su lenoua incluida para las tecnicas histoqufmicas de
AChE y ATPasa.
^.6.- T RCXI CAS G :;X ER AL ES .
I. Microscopfa dpticju
Las lenguas de los animales seleccionados para micro^
copia dptica, hun sido incluidas en parafina y en Epdn 812
(Luft, 1961).
a) Inclusion en parafina: despues de disecar las len-
guas y lavarlas en CINa al 0.9^, fueron sumergidas en el
fijador de Bouin donde se mantuvieron 2 6 3 dias. A con-
tinuacidn se procedid a deshidratarlas en etanol de gradji
ciones crecientes, fueron pasadas luego por benzoato de
metilo y benceno, y por ultimo incluidas en parafina. Una
vez hecho el bloque, se cort<5 a 12 micras y se montaron
los cortes en los portaobjetos. Las preparaciones asi ob
tenidas fueron deshidratadas, lavadas, tefiidas con hematj)
xilina de Harris y eosina, deshidratadas y montadas con
DPX.
b) Inclusion en Epdn: este material fue fijado en Kar
nowsky (1965) durante tres horas, lavado en Buffer cacodj.
lato 0.2 M, pH 7 .k (una hora) y postfijado en tetrdxido de
osmio al Vjo en Buffer cacodilato con un 5% de CICa (dos
horas). Todos estos pases se hicieron en nevera a ^ C . A
temperatura ambiente se deshidratd el material con etanol
y acetona y a continuacidn fue incluido en Epdn (Luft,
196l) . El bloque de Epdn fue cortado en un ultramicrotonio
Reichert a una micra y las secciones fueron tenidas con
toluidina-bdrax. A continuacidn fueron observadas con mi
croscopio de luz.
II. Histoquiniica.
Ilenios realizado dos tipos de reacciones histoquimi
cas: AChE y ATPasa Na-K dependiente.
El material seleccionado para AChE y ATPasa fue fi-
jado en 6.25S« de glutaraldeliido en cacodilato 0.1 M a pH
7.*», durante dos horas y lavado en Buffer Tris maleato
(tres pases de 10 minutos cada uno) a k?C; luego fue in
cluido en concentraciones crecientes de glicerol
20$ y 30%) durante 6 horas a 5SC bajo cero. El material
fue luego congelado en criostato y seccionado.
a) el material para AChE fue seccionado a 6-8 micras,
montados en portaobjetos con albumina y lavados los cortes
durante tres minutos.en sacarosa al hfo. El medio de incuba
cidn fue preparado de acuerdo a El Badawi y Senk (1967).
Despues de 60 minutos de incubacidn a 379C, las secciones
fueron lavadas durante 5 minutos en sacarosa al k%, sumer
gidas en formaldehido al 10$ y vueltas a lavar en agua des^
tilada. Inmediatamente, fueron tefiidas con azul de toluidi
na, lavadas, deshidratadas y montadas con DPX.
b) el material para ATPasa fue seccionado, montado e in
mediataniente sumergido en un medio de inculiacidn prep&.rado
de acuerdo a Koening y Vial (1969) durante 20 minutos a
379C. Las secciones fueron lavadas despues en agua desti-
lada y sumergidas en sulfato anidnico al 3%, Se lavaron de
nuevo en agua corriente durante un niinimo de 30 minutos y
luego en agua destilada. A continuacidn, los cortes fueron
deshidratados sin contratincidn alguna y montados con DPX.
Ill. Microscopia electrdnica.
Con el material seleccionado para ser observado ul-
traestructuraluiente, se nan seguido los niismos metodos de
fijacidn e inclusion que mencionamos en el apartado I.b).
El bloque de Epdn fue cortado en un ultramicrotomo Reichert
o
a 600-800 A; las secciones fueron tefiidas con acetato de
uranilo y citrato de ploiao (Venable y Coggeshall, .1965) y
fueron observadas con un inicroscopio electrdnico, modelo
Philips 301.
C a p i t u l o 5 . HALLAZGOS
5.1 .- DESARROLLO GENERAL DE LA PAPILA CIRCUNVALAPA
CENTRAL.
Periodo embrionario
El desarrollo de la papila circunvalada central es
un proceso fundamentalmente postnatal. El embridn de rata
de 19 dfas, es decir, solamente tres dxas antes del naci-
miento, no presenta aun una papila delinida. En su lugar
existe una pequefia prominencia conjuntivo-epitelial ape-
nas visible. Este esbozo papilar esta recubierto por xai
epitelio biestratificado identieo al del resto de la su-
perficie dorsal de la lengua (Fig. 5.1-1).
Animal recien nacido
La rata del primer dfa de vida extrauterina presenta
ya una papila del tipo circunvalado situada en la lfnea
media de la lengua, por detras del tria"ngulo lingual. Ma
crosedpicamente aparece como una pequefia prominencia re-
dondeada, de aproximadamente 1 mm. de diametro, en la su
perficie lingual dorsal, rodeada por un anillo, tambien
prominente, que deliinita una depresidn anular o surco ci^
cunvalar, apenas visible.
Ereparaciones histoldgicas
l) Los cortes sagitales de la lengua de los animales
recien nacidos y coloreados con hematoxilina-eosina, muejs
tran que entre el anillo peripapilar y la papila propiamen
te dicha, existe una proliferacidn compacta del epitelio
de revestimiento que se profundiza considerablemente en
el tejido conectivo subepitelial (Fig. 5.1-2). Este replij;
gue epitelial, mas profundo en la parte posterior de la pa
pila que en la anterior, representa el esbozo del futuro
surco circunvalar.En su extremo interno desembocan conduc
tos glandulares que se distinguen del resto del epitelio
por la forma de sus celulas y sus caracterfsticas tintoriji
les (Figs. 5.1-2 y 3).
El epitelio de cuMerta papilar presenta solamente dos
o tres capas de celulas. Las celulas de las capas superf_i
ciales son poliedricas y de mayor tamafio que las de la ca
pa profunda. Estas ultimas son alargadas, mantienen entre
sf un contacto muy estrec'no y presentan un micleo volumi-
noso, de forma oval, con pequenos grumos de heterocromatj^
na periferica y dos o tres nucleolos prominentes (Fig.
5.1-3).
Los repliegues epiteliales laterales son masas celula
res compactas constituidas por elementos similares a los
del epitelio de cubierta pero alineados en cuatro a seis
capas. El tejido conectivo del eje papilar se extiende por
debajo hasta el piano muscular. Esta" formado por celulas
mesenquimaticas voluminosas e irregulares, con nucleo pro
minente y citoplasma de color claro (Figs. 5.1-2 y 3) . Ess
tas celulas forman conjuntos, separados entre si por espa
cios intcrcelularcs ainplios, que incluyen perfiles de vasos
sangufneos y nervios.
w
 2) Las preparaciones incluidas en Epdn, cortadas a
una miera de espesor y tenidas con azul de toluidina-bdrax,
muesti-an una papila central con caracterfsticas similares
a las descritas anteriormente pero permiten observar algu
nos detalles adicionales que pasaron desapercibidos en el
material incluido en parafina y coloreado con hematoxi^i
na-eosina.
En cortes finos de Epdn las invaginaciones epitelia
les laterales de la papila presentan una luz bien delimita
da en su porcion mds profunda, pero los epitelios de las
futuras superficies laterales y de las paredes del surco
aparecen fusionados hacia la superficie lingual (Fig. 5«1-
-h). El epitelio general es claramente identificado por
su estructura y coloracidn, presentando caracteristicas
similares a las anteriormente descritas. A nivel de la su
perficie de la invaginacidn epitelial que dara" origen al
surco papilar, se observa un mosaieo conipacto de celulas
poliedricas con nucleo central (Fig. 5.1-^). En algunas
preparaciones se aprecia la deseinbocadura de conductos
glandulares en la zona prolunda de la invaginacion epite-
lial (Fig. 5.1-M.
En resumen, en el primer dia de vida extrauterina,
la papila central de la lengua de rata se encuentra toda
via en desarrollo y su componente epitelial no presenta
e videncias microscdpicas de diferenciaciones especfficas.
Preparaciones histoquimicas
l) AchE: las preparaciones de lenguas de rata del pra
mer dia de vida postnatal, en cortes frontales de ocho mi
eras realizados en criostato y tratados con la tecnica his
toquimica para AChE, fueron contrateiiidas con azul de tolui.
dina, por lo que, tanto la papila central como sus estruc-
turas asociadas, presentan caracteristicas similares a
las de las preparaciones que hemos descrito anteriormente.
La reaccidn (|e la AChE se ha manifestado positivanen
te y con mucha intensidad en la region del conectivo que
rodea a la superficie basal de las invaginaciones epitelia
les que delimitan a la papila. En estos lugares se observa
un verdadero plexo de fibras nerviosas AChE positivas y de
pequeno didmetro (Figs. 5.1-5 y 6), en conexidn con ramas
nerviosas ma's gruesas del eje papilar, las que a su vez se
continuan con nervios relativamente voluminosos en el cone£
tivo subpapilar.
La reaccion fue siempre negativa en el interior del
epitelio por lo que es posible sostener que, en este aiomen
to del desarrollo, no existen todavxa fibras AChE positivas
intraepiteliales. En el conjuntivo de la parte superior de
la papila se observaron escasas fibras que se ramifican
por debajo del epitelio de cubierta. La reaccidn permite
estudiar en detalle la distribucidn de las fibras nerviosas
que inervan la papila.
La Fig. 5.1-6 permite ver muy claramente una rama ner
viosa gruesa perpendicular al eje de la papila sobre la
parte derecha del surco, que luego penetra en el conectivo
papilar y da una serie de ramas hacia el epitelio. Alrede
dor del surco y en las paredes laterales, las fibras nervi^
sas forman una red en continuidad aparente con el componen
te nervioso del conectivo del eje papilar.
En conclusion, aiin cuando la papila del animal recien
nacido no inuestra diferenciaciones epiteliales del tipo
gustativo, su inervacidn estd ya bien desarrollada y pre-
senta una sistematizacidn definida en relacidn con las z_o
nas del epitelio en las que se diferenciaran, ma's adelante,
los corpiisculos gustativos.
Animal de primera semana de vida postnatal
A los cuatro dias de vida postnatal, la papila central
de la rata es de mayor tamano que en el animal recien na-
cido y el surco circunvalar aparece ya corao una depresidn
profunda del epitelio.
Preparaciones histoldgicas
l) En cortes de parafina coloreados con hematoxilina-
eosina, la papila ofrece forma de seta sobresaliendo del
epitelio, con dos surcos laterales bien definidos y delimi
tados en su cara externa por un labio circular. En cortes
sagitales, el surco se profundiza considerablemente en la
regidn posterior, pero solamente esta esbozado en la ante-
rior (Figs. 5.1-7 a 9). El epitelio de cubierta ha auinenta
do de espesor y presenta cuatro o mas capas de celulas. A
nivel de la hilera basal se observan frecuentes figuras
mitdticas. En el fondo del surco los conductos de las glan
dulas desembocan, al parecer, en forma simetrica.
En el animal tie primera semana, el epitelio lateral
de la papila y el epitelio del surco, presentan importantes
cambios con respecto al animal recien nacido. Las celulas
basales aumentan su longitud pero mantienen sus caracteris_
ticas tintoriales. El limite preciso entre el epitelio y
el conectivo subyacente se pierde en algunas zonas del epi.
telio papilar y del epitelio del surco debido a que las
fibras nerviosas del plexo papilar penetran, durante esta
semana, entre los eleraentos epiteliales. En los sitios
de penetracidn las fibras nerviosas ingresan al epitelio,
al parecer, acompailadas de sus celulas de Schwann (Figs.
5.1-8 a 10). Estas celulas tienen aspecto fusiforme, cito
plasma basdfilo y su eje mayor es aproximadatiente perpen-
dicular a la superficie del epitelio. En las preparaciones
tenidas con heuiatoxilina-eosina, las fibras nerviosas gus_
tativas del plexo papilar, son evidenciables por sus celu
las sate*lites (Fig. 5.1-11). En los sitios de penetracion
del nervio. se observan aaeina"s abundant es figuras mitdticas
que aparecen rodeadas por celulas de Schwann (Figs. 5«l-9
y 10). Estas figuras estan localizadas tanto en el interior
del epitelio como en el conectivo subyacente (Fig. 5.1-9).
En las mitosis intraepiteliales resulta dificil determinar
el tipo de celulas que se est&n dividiendo; las imagenes
son similares a las observadas en el conectivo y aparecen
tanto en las capas de celulas epiteliales basales como en
las celulas de la segunda o de la cuarta capa. Esto no se
observa en el resto del epitelio lingual que solo presen-
ta figuras mitoticas a nivel de la capa basal y donde es-
tas figuras son inucho mas escasas.
En el animal de priiaera semana no se observan todavia
botones gustativos tipicos (para mas detalles ver seccidn
5.2). La Fig. 5.1-8 representa al futuro epitelio gustati^
vo y muestra claraiaente la penetracidn de celulas fusi-
formes acompafiando a las fibras nerviosas que llegan desde
el conectivo subepitelial. Las Figs. 5.1-9 y 10 muestran
a mayor aumento las diferencias estructurales entre las ce
lulas basales del epitelio y las celulas fusiforrces. Mues-
tra tambien IT. intima relacion topografica que las celulas
fusiformes establecen con las figuras mitdticas intraepi-
teliales .
2) Las preparaciones de lengua de primera semana inclui'
das en Ep<5n raostraron la existencia de algunas especiali-
zaciones a nivel del epitelio de la pared del surco, de la
pared papilar y de la superficie papilar. Estas especial^
zaciones recuerdan a los botones gustativos que se defini
rdn claraniente en la siguiente semana (Figs 5.1-12 a 15).
Tienen forma esferica u oval, con una region basal en con-
tinuidad con el tejido conectivo y una region apical que,
en la mayoria de los casos, no llega hasta la superficie
libre del epitelio. Estan representadas por un conjunto de
celulas orientadas perpendicularmente a la superficie. La
inayoria de estas celulas son fusiformes, tienen escaso ci-
toplasma y mayor afinidad tintorial que el resto de las ejs
lulus epiteliales. Su aspecto es similar al de las celulas
fusiformes que acotnpafian a los tractos nerviosos del conec
tivo subepitelial. Entre estas celulas fusiformes pueden
aparecer una o dos celulas, tambien fusiformes, pero mas
voluniinosas y de citoplasma mas palido que el de. las celu-
las normales del epitelio.
La Fig. 5.1-15 ilustra uno de estos botones gustati-
vos primitivos en corte aproxiraadamente transversal y per
mite determinar que las celulas fusiformes oscuras se agru
pan en forma de laminillas coneentricas.
Preparaciones histoquimicas
1) AChE: las preparaciones tenidas para AChE y contra
teiiidas con azul de toluidina, muestran en la superficie
papilar un epitelio similar al descrito con tecnicas his
t ol<5gicas .
En el epitelio de las paredes del surco y en el de
las superficies laterales de la papila, aparecen algunos
espacios claros, de forma redondeada u ovalada, la mayoria
de tamafio pequeno y bien delimitados. Aun cuando no se o_b
servan todavia botones gustativos tipicos, estas forcaciones
sugieren la presencia de forinaciones epiteliales muy sen
sibles al procesamiento utilizado en la obtencion de las
preparaciones y corresponderian a los botones primitivos
que aparecen en el material incluido en Ep6n.
La reaccion histoquimica evidencia que la distribucidn
de las fibras nerviosas que inervan el epitelio, ofrece
escasas niodificaciones con respecto al animal reeien na-
cido (Fig. 5.1-16).
2) ATPasa: la reaccion histoquimica de la ATPasa para
estos mismos animales resulto positiva sobre las fibras
nerviosas que inervan el epitelio del surco y la superfi-
cie papilar lateral, es decir, sobre componentes que son
tanibien tenidos con la tecnica para AChE. Estas observacijo
nes couiparativas deuiuestran que los tractos nerviosos ine_r
vantes poseen amijas actividades enzimdticas (Fig. 5.1-17).
En el conectivo axial de la papila pueden observarse ade-
nia"s vasos sanguineos ATPasa positivos que se dirigen, Ion
gitudinalmente, desde la base al apex papilar. Por otra
parte, el epitelio papilar en cualquiera de sus porciones
y el epitelio de cubierta lingual, reaccionan negativacen
te ante la tincion para ATPasas totales. Los botones pri-
mitivos dan, en general, reaccidn negativa pero, en algu—
nos, se observa una reaccidn positiva axial. Al parecer,
son las fibras intracorpusculares los elementos tenidos.
Animal de sequnda semana de vida postnatal
Preparaciones histoldgicas
l) Las lenguas de rata de segunda semana de vida post-
natal, muestran que la papila circunvalada central sobresa
le ya en la superficie y los surcos laterales son mas pro
fundos que en la primera semana.
El epitelio papilar de cubierta es mas grueso pero no
presenta espesor uniforme. En algunos lugares y sobre todo
en las superficies laterales y paredes del surco, se pue-
den contar de siete a diez capas de celulas epiteliales.
En el epitelio gustativo de la superficie lateral de
la papila y de las paredes del surco, las celulas basales
son de forma columnar y mantienen entre si contactos intjL
mos. En este epitelio aparecen ya Buy diferenciados los bo
trones gustativos. En total se observan aproximadamente 22
botones por corte sagital; estos presentan un taniano irre
gular y tienen forma redondeada u ovoidea. En cortes para
TLelos al epitelio, los botones aparecen distribuidos en
filas (Figs. 5.1-18 a 20),y en su Interior se aprecian nu
merosas celulas oscuras del tipo filiforme y orientacidn
paralela al eje del botdn. Los botones pequenos presentan
alrededor de nueve celulas fusiformes mientras que los de
gran tamano pueden contener 20 o ma's celulas. En todos los
botones quedan espacios amplios ocupados por celulas cla-
ras (Fig. 5.1-20).
En el conjuntivo subpapilar se observan, al igual que
en estadfos mas tempranos, acinos y conductos glandulares.
Estos ultimos desembocan en el surco papilar en numero de
18 por papila. La papila de la Fig. 5.1-18, en corte sa-
gital, nos muestra los seis conductos inferiores y los dos
conductos superiores correspondientes a una mitad de la
papila.
2) Los cortes de lengua de rata de dos senianas, corres^
pondientes al material incluido en Epdn, cortado a una mi
era y teilidos con toluidina-bdrax, muestran que el epite-
lio del surco circunvalar estd formado por celulas irre-
gulares, con un niicleo de mediano tamano y un nucleolo
bien definido (Fig. 5.1-21). Estas celulas estan unidas
entre si por una serie de procesos citoplasmaticos que
circunscriben canales intercelulares de aspecto claro (Fig
5.1-22). Incluidos en este epitelio aparecen los corpuscu
los gustativos con forma de redoma y perfectamente delimi
tados por una capsula constituida por celulas aplanadas
que forman laminillas basdfilas superpuestas (Fig. 5.1-21)
El andlisis de secciones seriadas de papilas de se-
gunda seuiana demostrd: a) que el numero total de botones
en cada una de las porciones del surco, es de 20 aproxima
damente y b) que estos botones presentan un tamano variabl
El analisis estructural de los corpiisculos revela
que estan constituidos por tres tipos de celulus: a) ce-
lulas basofilas filiformes que ap^recen tenidas intensa
mente tenidas por el azul de toluidina, b) celulas volu-
minosas y alargadas que presentan citoplasma claro y c)
celulas de afinidad tintorial intermedia. En la seccidn
5.2 se completard la descripcidn del desarrollo de los
botones gustativos.
Preparaciones histoquimicas
1) AChE: en las preparaciones de lengua de rata de dos
semanas, tenidas con la tecnica para AChE, el epitelio que
bordea al surco circunvalar aparece engrosado e incluye
botones gustativos. La distribucidn de la AChE es coinpara
ble a la obtenida en preparaciones homdlogas de ratas de
la primera semana. La reaccidn es positiva sobre las fi-
bras nerviosas ramificadas que forman el plexo subepite-
lial de las superficies laterales de la papila y de las
paredes del surco (Fig. 5.1-23). A diferencia de lo obsej-
vado en estadios ma's tempranos, pueden distinguirse ya ra
mificaciones AChE positivas que penetran en algunos boto-
nes llegaudo hasta el tercio interao u ocasionalmente, as
cienden hasta las proximidades de la superficie externa
del corpusculo (fibras intracorpuscul&res).
2) ATPasa: la reaccidn histoquiiaica para ATPasa se ma-
nifesto positivamcnte sobre el sistema de inervacidn. En
el punto de convergencia de las raices papilares de ambos
nervios glosofaringeos, aparece un ganglio formado por mu
chas neuronas pequefias intensaraente tenidas. En el eje co
nectivo papilar se observan ramas nerviosas y vasos san
guineos positivos (Fig. 5.1-24). La reaccidn es tambien
positiva en algunos de los botones del epitelio gustati
vo del surco y de las paredes papilares.
Animal de tercera semana de vida postnatal
Preparaciones histologicas
1) Los cortes paralelos a la superficie lingual que
ilustran las Figs. 5.1-25 a 27, corresponden a lenguas de
rata de tercera semana, incluidas en parafina. El mimero
de capas de celulas del epitelio sigue siendo el mismo
que en la segunda semana.
Las preparaciones muestran claramente la presencia de
botones incluidos en el epitelio de la papila y de las su
perficies laterales del surco. El numero de botones varia
de una figura'a otra dependiendo de la altura del corte.
Los botones presentan poros gustativos bien definidos
(Figs. 5.1-25 y 26). La Fig. 5.1-26 muestra 22 botones en
iin corte perpendicular a la papila y cercano a su base.
Esto demuestra que los botones estan distribuidos en l^i
neas que se superponen desde la region profunda del surco
hacia la parte superficial.
2) Los cortes de una micra de lengua de rata de tercera
semana incluidos en Epdn y teiiidos con azul de toluidina,
inuestran que el epitelio papilar es mas grueso que en el
animal de la segunda semana debido a que las celulas epj;
teliales presentan un vo lumen mayor. Este detalle pasa djj
sapercibido en las preparaciones incluidas en parafina.
Los botones estan delimitados por una capsula de celul&s
aplanadas agrupadas en forma de laminillas (Fig. 5.1-26).
Los botones han cambiado de forma, ya no son como redomas
sino esfericos. En su interior, las celul&s presentan. un
ordenamiento mas preciso que en la segunda semana. En g_e
neral han aumentado de tamafio pero existen todavia algunos
muy pequefios . Hay mayor numero en la parte que corresponde
a las superficies laterales de la papila que en las pare-
des del surco (Fig. 5.1-28).
Preparaciones histoquimicas
l) AChE: en las preparaciones de lengua de rata de la
tercera semana de vida, la tecnica de AChE-azul de toluidji
na, nos muestra una papila en la forma acostumbrada y ro-
deada por un surco amplio (Fig 5.1-29).
El epitelio de las superficies laterales y el de las
paredes del surco, esta ocupado por botones que han aumen
tado de voluuien con respecto a los de edades anteriores
y dan reaccidn negativa (Fig. 5.1-29).
La reaccidn histoqufinica contribuyd a revelar la exijs
tencia del ganglio nervioso del conectivo axial de la pa-
pila (Fig. 5.1-29). A este ganglio llegan fibras nervio-
sas gruesas aferentes perpendiculares al surco, desde las
regiones laterales derecha e izquierda. Eacia arriba y pa
ralelamente al eje de la papila, el ganglio se continua
con un nervio voluminoso que se va adelgazando progresiva
mente hacia la parte apical donde se resuelve en una serie
de fibras finas y poco nuinerosas que contactan con la base
del epitelio superficial, pero no penetran en el. La Fig.
5.1-29 corresponae a una seccidn lateral al nervio a que
hacemos referenda. En intima relacidn con las estructuras
nerviosas del eje papilar existen abundantes celulas ceba
das que contienen granulos citoplasmatieos metacromaticos.
Bordeando la superficie lateral de la papila y de las
paredes del surco hay un plexo de fibras nerviosas finas
que se superponen paralelamente al epitelio y eiaiten pro-
longaciones perpendiculares hacia los botones gustativos
(Figs. 5.1-29 y 30).
Estas fibras rodean la parte basal de los botones y
penetran en los mismos para terminar como expansiones ej;
fericas entre las celulas gustativas. El numero de fibras
es menor en el fondo mismo del surco donde desembocan los
conductos glandulares anexos. Tambien existen fibras finas
rodeando los conductos y acinos glandulares.
2) ATPasa: la reaccion de ATPasa para estos mismos ani
males se manifiesta tambien positivamente a nivel de las
fibras nerviosas que se agrupan paralelamente al epitelio
profundo de la superficie papilar y de las paredes del sur
co. Estas fibras penetran en los botones gustativos, cu-
yas celulas dan tai^ bien una reaccion intensamente positiva.
Los botones gustativos son las unicas estructuras epitelia
les positivas, el resto del epitelio no presenta actividad
ATPasica alguna (Fig. 5.1-31).
Fig. 5.1-1.- Superficie dorsal de la lengua. Embridn de
19 dias. Flecha: esbozo de la papila circunvalada cen-
tral. Inclusion: parafina. Coloracion: H-E. 50x.
Fig. 5.1-2.- Papila circunvalada. Corte frontal.Animal
recie"n nacido. Flechas: repliegues epiteliales. Inclu-
sion: parafina. Coloracidn: H-E. 70x.
Fig. 5.1-3.- Papila de animal recien nacido. Corte fron
tal mostrando las caracteristicas del epitelio y uno de
los pliegues que se profundiza en el conectivo. Flechas:
diferentes capas de celulas. m: mitosis. Inclusion: pa-
rafina. Coloraci<Sn: HTE. 300X
:ig. 5.1-^.- Corte fron
tal de la papila circun
valada de un animal re-
cien nacido mostrando
un conducto glandular





Fig. 5.1-5.- Corte frontal de la papila eircunvalada de
un animal recien nacido que muestra el plexo nervioso
alrededor de los surcos, todavia cerrados. Coloracirfn:
AChE-azul de toluidina. 70x.
fc**'^r" A
Fig. 5.1-6.- Corte frontal de la papila circunvalada de un
animal recien nacido. Flecha: fibra avanzando hacia el cen
tro de la papila. Coloraci<Jn:AChE-azul de toluidina. 9Ox."~
Fig. 5.1-7.- Corte sagital de la papila circunvalada. Animal
de primera sernana. Inclusion: parafina. Coloracidn: H-E. Fl^





Ffig. 5.1-6.- Detalle del fondo del surco circunvalar en su
parte posterior. Flechas: capas celulares epiteliales. M:
mitosis. B: esbozo de botoc. 300x.
Fig. 5.1- 9.- Detalle
del epitelio gustati-
vo ir.ostrando la entra
da de celulas tipo
Schwann desde el co-
nectivo, rodeadas por
figuras uiitoticas. E£
to es el primer esbozo
<?.e un futuro boton. M:
mitosis. S: celulas ti
po Schwann. 600x.
®~?*is«k"-}2&SL:
Fig. 5.1-10.- Fondo de surco y tejido conectivo de la papila
central del animal de primera semana que niostramos en las fa
guras anteriores. m: mitosis. C: agrupacion de celulas crocia
fines. Flechas: celulas fusiformes. 400x.
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Fig. 5.1-11.- Tejido conectivo subpapilar. C. M.: celulas
musculares. N: nervio. 0^0
T7
Fig. 5.1-12.- Surco
de la papila circun
valada de un animal






Fig. 5.1-13.- Detalle del epitelio gustativo del animal
anterior para mostrar los botones primitivos. "~~
V.
I'ig. S.\-\h.- Parte basal de la papila circunvalada de un
animal de la primera semana, ipostrando el ganglio papilar
Inclusion: Epdn. Coloracidn: toluidina-tdrax. N.E.: neu-
ronas. CM.: celulas musculares. 400x.
Fig,. 5.1-15.- Corte transversal de un botdn gustativo de
la primera semana. Se puede apreciar que estd formado por
2 celulas claras, 2 intermedias y 6 oscuras, rodeadas por
celulas capsulares aplanadas. Inclusi6n: Epdn. Coloracion
toluidina-borax. 500x.
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Fig. 5.1-16.- Corte transversal de la papila de un animal
dc la priwera semana, tratado con la tecnica histoquxisica
de AChE-azul de toluidina. Se otsserva la ausencia de boto
nes en el epitelio gustativo aunque la reaccidn es
va en las fibras nerviosas que rodean los surcos. 70x.
Fig. 5.1-17.- Papila circunvalada de un animal de la misiua
edad que el de la figura anterior, pero con tecnica histo-
quimica de ATPasa. Los componentes teiiidos por la reaccidn
son los mismos que lo han sido con la AChE. Se tiiien ademas
los vasos sanguineos. lOOx.
Fig. 5.1-18.- Papila en corte sagital, paralelo al surco
circunvalar, en su porcidn lateral. Animal de segunda seina
na. 1 a 6: desembocaduras de conductos glandulares en la z£
na profunda del surco. 7 y 8: conductos glandulares desembo
cando a niveles mas superficiales. B: botones gustativos.
M: ruiisculo. Inclusion: parafina. Coloracidn: H-E. lOOx.
mm Fig. 5.1-19b.-Detalle de lafigura ante-rior. 600x.
Fig. 5.1-19b.- Corte sagital de la papila de
un animal de segunda semana mostrando botones
aproximadamente oblicuos a la superficie libre.
B: botones gustativos. F; celulas fusiformes..
S: surco papilar. N: tracto nervioso. C: conec
tivo. E: epitelio. Inclusion: parafina. Colora
cidn: H-E. 600x.
Fig. 5.1-20.- Ampliacidn de un sector de la figura 5.1-
19a, mostrando perfiles de celulas fusiformes que pene-
tran al epitelio desde el corectivo subyacente. 800x.
t .«•
Fig. 5•1-21.- Surco papilar de un animal de segunda sema
na, en el que aparecen corpiisculos gustativos incluidos
en el epitelio. Inclusion: Epdn. Coloracidn: toluidina-
bdrax. C.e.: celulas epiteliales. C: conectivo. B: boto-
nos gustativos. M: mitosis. Flecha: celula tipo Schwann
entrando al epitelio. 300x.
Fig, 5.1-22.- Boton gustativo de un animal de segunda s^
mana, formado por dos celulas claras, tres intermedias y
tres oscuras. Se observa que las prolongaciones citoplaa
mdticas de las celulas intermedias y oscuras forman el po
ro de desembocadura. Inclusidn:Epon. Coloracidn: toluidi-
na-bdrax. S: surco papilar. P: poro apical. 800x.
- < • .
Fig. 5•1-23.- Corte frontal de la papila de un animal de
la segunua seraana. Tincidn: AChE-azul de toluidina. Las
fibras tenidas positivamente por la reaccion, rodean a
los surcos y penetran en los botones. 80x.
Fig. 5.1-2^.- Se muestra en esta figura, la papila circun
valada correspondiente a un animal de segunda semana, te-
flida con la tecnica histoquimica de ATPasa. G:ganglio pa-
pilar. N: ramas del glosofaringeo. B:botones gustativos.
lOOx.
Fig. 5.1-25.- Corte paralelo a la superficie lin-
gual de un animal de tercera semana. Indusi<5n: pa
rafina. Coloracidn: H-E. S: parte posterior del sur
co circunvalar. G: conductos glandulares. Flechas:
botones gustativos. 70x.
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Fig. 5.1-26.- El mismo animal de la figura anterior
nos nuestra el misiuo corte de la papila, pero en una
regidn mas profunda. El numero de botoneses mayor a
este nivel y casi todos presentan poros apicales y
basales. S: surco. C: conectivo. l50x.
X,
Fig. 5.1-27.- La figura muestra una papila en corte sagji
t a l , a nivel lateral, de un animal de tercera semana. C:
conectivo. G: acinos glanclulares. Flecha: superficie del
epi tel io . Inclusion: parafina. Coloracidn: H-E. 70x.
Fig. 5.1-28.- Un surco de la papila circunvalada en corte
oblicuo. Animal de tercera semana. Inclusion: Epdn. Colo-,
racidn: toluidina-bdrax. El epitelio gustativo aparece ocu
pado por botones tipicos que preSentan una gran cantidad ~~
de celu]as oscuras e intermedias. S: surco. C: conectivo.
300x.
Fig. 5.1-29.- Papila en corte frontal, de tercera semana
Tincidn: AChE-azul de toluidina. G: ganglio papilar. R:
ramas nerviosas aferentes. P: plexos nerviosos papilares,
Flechas: botones gustativos. 200x.
Fi^. 5.1-30.- Surco de la papila en corte frontal. Tin-
cion: AChE- azul de toluidina. Los puntos y lineas AChE
positivos en el interior de los corpusculos, corresponden
a fibras y terminaciones intragemales. La mayoria se en-
cuentra localizada en el tercio basal de los botones.
40 Ox.
Fig. 5.1-31.- Animal de tercera semana. Tincion: ATPasa,
Las fibras del plexo papilar asi como los botones, res-
ponden positivamente a la reaccidn. B: botones. Flechas:
limites del epitelio. 150x.
5.2.- DIFERENCIACION DE LOS BOTONES GUSTATIVOS.
No se observaron botones gustativos en la papila de
aniiuales recien nacidos. La diferenciacidn de estas estruc
turas se realiza durante la primera semana.
Primera semana
En cortes de parafina teflidos con hematoxilina-eosina,
es dificil distinguir botones gustativos en el epitelio de
la papila o en el epitelio del surco. Aparecen, sin embar
go, estructuras forinadas por grupos de celulas alargadas
y en lntiuio contacto, que tienen ya la forma de los futu-
ros botones. Las preparaciones tenidas para ATPasa denme£
tran que estas f orniaciones, vinculadas con los futuros botc>
nes, carecen de actividad enzimatica (Fig. 5.1-17), por lo
que el epitelio gustativo en conjunto, da uiia reaccicn ne-
gativa (ver secccion 5.l). Corao ya nemos visto, la tecnica
de ACliE reveld que el epitelio gustativo esta inervado por
un plexo nervioso bien desarrollado.
Las preparaciones que mejor Bluest ran la estructura de
los botones inmaduros son las incluidas en Epdn y colorea
das con azul de toluiaina. Los recuentos han permitido cal
cular que el numero total dt botones mas o inenos definidos
llega a 22. Otras i^^  formaciones su-ieren botones nmy inrna
duros (Fig. 5.1-13). El analisis de secciones o cortes s^
riados del epitelio gustativo reveld que los botones inma-
duros contienen celulas claras, intermedias y oscuras. Las
Ledius del total de celulas por botdn en el animal de pri.
mera semana son ilustradas por la figura 5.2-1. Los porcen
tajes relativos de cada uno de los tipos celulares esta a
favor de las celulas oscuras.
La Fig. 5.2-2 muestra cortes seriados de estos botones
inuiaduros. Para mayor clarificaeiou han sido calcados de
las fotografias originales.
El estudio de las figuras mitoticas en el epitelio gus
tativo, en 20 cortes de parafina, cada uno de 12 a Ik mi-
cras, de los animales de prime.a simana, reveld un total
de Xk'j). Estas mitosis no presentan relaciones especificas
con los botones gustativos en foraiacidn (Fig. 5«2-3B).
La microscopia electronica ciostro que el epitelio gus
tativo estcT constituido por celulas de tipo poligonal que
se van aplanando hacia la superficie libre. Estas celulas
presentan pequenas niicrovellosidades de superficie que se
interdigitan con las de las celulas vecinas. Entre estas
niicrovellosidades quedan canales intercelulares de aspecto
acuoso (Fig. 5.2-^ ta) . Las celulas epiteliales tienen cito-
plasma denso y presentan abundantes tonofilamentos.
Todas las celulas del epitelio gustativo de la prime
ra secana son siiiiilares entre si. No se observo, con cicro£
copfu electronica, botdn gustativo alguno. Esto indica que
los observados con uiicroocopia electronica representan, en
realida, agrupaciones bo conif ci'iiies de celulas epiteliales
coiaunes. A diferencia de las celulas tfpicas de los botones,
las colulas epiteliales commies presentan abundantes desxao
sonias y hemidesrhosomus (Fig. 5.2-^ jb) en la superficie basal
que con Lacta con el conectivo subepitelial. Los nervios del
plexo papilar presentan un aspecto normal. Algunas fibras
atraviesan la lamina basal del epitelio gustativo y periua
necen en contacto cin la superficie basal de algunas celu
las epiteliales. Estas fibras son del tipo terminal y con
tienen vesiculas sinapticas claras y vesfculas granuladas
(Fig. 5.2-4c). No se observaron fibras nerviosas en zonas
mas profundas del epitelio.
Segunda semana
El epitelio ^ustativo de la rata ds 3egunda semana con
tiene botones en un estado de desarrollo iaas a anzado que
los de priL;era semana. Esto puede ser evidenciado con cual
quiera de las tecnicas utilizadas en este estudio:
a)La reaccidn para AChE muestra fibras nerviosas intra
corpuscular-es , detalle no observado en los botones de pri_
mera semana (ver seccion 5.l).
b)La reaccidn pai'a ATPasa reveld que las celulas propias
de los botones presentan, al igual que las celulas de Scwann
que acompafian a las fibras nerviosas del plexo gustativo,
una gran actividad ATPasica.
c)Los botones de segunda semana aparecen perfectamente
delimitados ciel resto del epitelio por una capsula consti^
tuida por celulas lamelares cone antricas. Es interesante
mencionar que estas celulas son ATPasa negativas al igual
que el resto del epitelio gustativo.
d)El aualisis de los botones en ccrtes seriados de Epdn
mostrd que K.s celulas gustativas de la segunda semana pre
S3utan ya la estruclura basica encontrada en los animales
adultos, esto es , una region nuclear localizada aproxiiua
damente en el ecuador de los botones, una prolongacidn ap^ i
cal y una prolongacidn basal. El contomo de las celulas
es, sin embargo, algo mas irregular que el observado en
los animales adultos.(Figs. 5.2-5 y 6).
e)El recuento del nuiaero total de celulas por botdn en
los animales de segunda semana (Fig. 5.2-1) mostro que ejs
tas estructuras aumentan el numero de sus celulas. Las can
tidades relativas de celulas oscuras, intermedias y claras
varian tambien enorinenmente con respecto al animal de prii^ e
ra seiaana. Los tres tipos celulares aumentan en cantidaa,
pero el aumento del numero de celnlas de tipo oscuro es el
mas pronunciado. Los botones de segunda semana presentan,
por lo tanto, una niayoria de celulas de tipo oscuro. La
Fig. 5.2-7 esqueniatiza la distribucidn de las celulas oscu
ras en estos botones. Las porciones triangulares, mas volu
tuinosas, de estas celulas corresponden a las regiones nu-
cleares. Estas celulas oscuras tienen una region nuclear
poco voluminosa, ya que el nucleo es filifor^e, triangular
o globular, pero sienipre de pequeilo tamailo. Las prolonga-
ciones citoplasuiaticas de las celulas oscuras, aparente-
mente multiples, envuelven a las celulas intermedias.
f)El recuento de figuras mitdticas en el epitelio gus
tativo del animal de segunda semana reveld un total de 70
en 21 cortes de parafina (cada uno de 12 a Ik micras), ci-
fra esta, equivalente a la mitad de lo observado , en una
cantidaa equivalente de cortes, en el animal de primera
. Las mitosis observadus en el epitelio gustativo
de la segunda seniana no aparecen relacionadas cor los \
mentos propios de los botones (Fig. 5.2-3). Solo ocasional
inente se observaron figuras mitdticas en el interior de al
gun botdn gustativo o bien pegadas a las celulas capsulares
a nivel de la porcidn basal del epitelio (Figs. 5.1-21,
5.2-5 y 6).
g)El estudio del tejitio conectivo sobre el cual asien-
ta el epitelio gustativo, mostrd la presencia de aoundan-
tes fibras nerviosas rodeadas de, por lo menos, dos tipos
de celulas de Schwann. En los cortes de Epdn ilustrados
por las figuras 5.^-8 y 9, se observa el poro basal de tres
botones gustativos, en relacidn con tractos nerviosos, en
su mayoria aniielinicos, en los cuales hay celulas de Schwam
de nucleo globular, proininente y un contorno ligerainente
irregular. El tamafio de estos niicleos, al igual que el ta
mano de los nucleolos y las afinidades tintoriales, son
siwilares a los observados en las celulas intermedias y cla
ras del interior de los botones. Otras celulas de Schwann
presentan citoplasma oscuro y un contorno irregular simi
lar al ds las celulas oscuras de los botones gustativos.
La observacidn de tractos nerviosos en regiones Lias alejji
das de la base de los botones, muestra tambien la presen-
cia de los dos tipos de celulas de Schwann. Las del tipo
oscuro son sirailares a las obdervadas inmediataiaente por
debajo del epitelio gustativo, pero las del tipo claro son
nids pequeiias y menos abandantes. En los cortes de parafina
tenidos con hematoxilina-eosina, la existencia de ambos ti^
pos pasa desapercibida debido a la retraccidn citoplasma
tica que sufren todas la. celulas. En estas preparaciones
fue posible determinar, de todas formas, que los tractos
nerviosos subepiteliales contienen celulas de Schwann muy
parecidas a algunas celulas de los botones gustativos. En
algunos casos, fue posible observar celulas de.Sclwann de
aspecto fusiforme que, aparentemente, ingresan a los botc-
nes gustativos acompanando a las fibras nerviosas (Figs.
5.1-19 y 20).
h)La observacidn, COR microscopia electrdnica, de los
botones de segunda semana permitio determinar en su inte-
rior, la existencia de tres tipos celularas: celulas inter
medias, Claras y oscuras. Con inicroscopia eleetrdniea, las
celulas intemiedias presentan cantidades variables de orga
noidos e inclusiones citoplasmaticas; las mas ricas en estos
eleuientos darfan una coloracidn intermedia en las prepara
ciones tenidas para microscopia dptica.
Las celulas internedias son elementos estructuralmen
te polarizados. Como de costumbre, el aparato de Golgi se
encuentra localizado en el citoplasma perinuclear, pero en
este caso, todos los dictiosomas se encuentran en relacidn
con la superiicie apical del nucleo y se extienden consi-
derablemente en el interior de la prolongacidn citoplasma
tica correspomliente (Fig. 5.2-10). La prolongacidn basal
y el citoplasiia perinuclear contienen abundantes canali-
culos uel reticulo endoplasniico granular, polirribosomas y
dos tipos de estructuras vesiculares. Unas tienen un did-
metro de M O a 600 ^ y su contenido es adielectrdnico. Lac
vesiculas del segundo iipo son de mayor tamailo, su diame
tro varfa entre 6C0 y 1.200 5 y tienen un contenido granu
lar denso a los electrones (Fig. 5.2-10). Aiabos tipos de
vesiculas se concentran especialmente en las regiones de
eontacto con las fibras nervios^s intracorpusculares.
Las eelulas intersetiias contienen, ademas, haces "com
pactos de filamentos paralelos. Estos filainentos tienen
50-60 A de diametro y son similares a los tonofilamentos
observados en las celulas oscuras y en el resto de las ce
lulas del epitelio gustativo. Las celulas oscuras tienen
un citoplasca muy denso y un niicleo constituido casi ex-
clusivamente por heterocromatina. Su forma es irregular y
eniite prolongaciones lamelares muy delgadas que rodean, a
la manera de una vaina, a cada una de las celulas Claras
(Figs. 5.2-10 y ll). De estas prolongaciones lamelares par
ten microvellosidades cortas que se interdigitan entre si
en el espacio intercelular amplio que existe en el interior
de los ootones . Algunas de estas Kicrovellosidades pene-
tran en invaginaciones superficiales de las prolongaciones
apical o basal de las celulas claras e intermedias (Figs.
5.2-10 y 11).
Las celulas oscuras contienen escasos organoides. El
citoplasma ecta ocupado casi entercuaente por tonofilaiaen-
tos. Las mitocondrias presentan una densidad menor que la
del citoplasma y la mayoria ocupa la region perinuclear.
La estructura de las cel.ilas oscuras intracorpusculares es
similar a la de los elementos de la capsula y del resto
del epitelio, pero no se mantienen unidas entre si por de^ s
Eiosouas .
Las celulas claras son similar s a las interoedias pj?
ro presenlan menor desarrollo de sus organoides y acuruulos
de vacuolas con un contenido denso en las vecindades ael
polo apical (Fig. 5.2-11). El borde libre de estas celulas
presenta microvellosidades y, ocasionalinente, cilios ati-
picos (Fig. 5.2-12).
El analisis, con el microscopio dptico, de la inerva
cion de los botones gustativos, reveld la presencia de fi
bras nerviosas amielinicas intraepiteliales, las cuales son
rodeadas por larninillas citoplasmaticas de celulas oscuras,
Estas fioras se concentran alrededor de la porcidn nuclear
y la porcion basal de las celulas claras, pero es frecuen
te ooservar fibras nerviosas separadas de las celulas cla
ras por laniinillas de celulas oscuras. Los escasos contac
tos observados entre las fibras, las teriuinaciones nervi_o
sas y la membrana de las celulas claras, no presentan un
aparato sinaptico visible ni ningun tipo de especializacio
nes de contacto. El citoplaswa de las celulas claras e in
teri^edias adyacentes a estos contactos, presenta las vesf
culas que describings anteriorment e. Las terininaciones ne^;
viosas contienen abundant es vesiculas, y esttts son similja
res a las denoLiinadas "vesiculas sinapticas claras" (Fig.
5.2-10). Algunas pocas fibras y terminaciones intracorpus
culares presentaron vesiculas granuladas de 600 a 800 S.
El analisis del poro basal de los botones gustativos
mostro que las prolongaciones correspondientes de las ce-
lulas claras penetran a veces en el tejido conectivo don
de periiianecen rodeadas por una tipica lamina basal (Fig.
5.2-13). Resulto imposible establecer difereneias entre
las laniinillus de las celulas de Schw&nn que rodean a las
fibras subepiteliales y las laminillas de las celulas os-
curas que, como nemos visto, sirven de aislante a las fi-
bras intraepiteliales.
Una minoria de las celulas de Schwann subepiteliales
presenta un citoplasma globular y contiene abundantes ele-
mentos de retfculo endoplasmico y ribosoiaas. La^ prolonga-
ciones citoplasmaticas de estas celulas son voluminosas,
siendo frecuente observar una sola fibra nerviosa rodeada
por este tipo de citoplasma (Fig. 5.2-14). Por el contra-
rio, las celulas de Sclwann de tipo oscuro presentan un c^
toplasma rico en filaiaentos e incluyen grupos de 7 a 9 fi.
bras nerviosas sixbepiteliales (Fig. 5.2-14),
El analisis de los nervios y del ganglio papilar del
animal de segunda semana reveld que en estos sitios ale-
jadOo del epitelio existen tambien los (ios tipos menciona
dos de celulas de Schwann. Se observaron adenias, indicios
de que el proceso d; mielinizacidn de las fibras ne: viosas
gustativas no se ha completado aiin en este estadxo (Fig.
5.2-15).
Tereera semana
La figura 5.2-16, muestra cortes seriados del epite-
lio gustativo de una rata de tercera semana. La figura
5.2-17, represcnta una reconstruccidn estructural de algu
nos botones gustativos en secciou oblicua y transversal.
Los botones de tercera semana inclufdos en Epon,
nen forua y taniafio ma's regular que los observados en el ani
Dial de segunda semana. Su contorno aparece tambien perfet:
tamente delimitado por celulas capsulares aplanadas. En al
gunos cortes favorables, la distribucidn de las celulas
oscuras aparece ba-vtante simetrica. Los botones 1 a k de
la Fig. 5.2-16 nan sido seriados oblicuamente a nivel del
piano ecuatorial. Pueuen observarse alii , perfiles tri-
angulares o roiaboidales de las celulas oscuras formando un
estrato subcapsular. Algunos perfiles aparecen tambien en
regiones mas profundas del boton , pero estos son menos
abundantes aunque siguen estando regularmente espaciados.
Las celulas claras y las celulas iutermedias pueden ser de
tectadas con facilidad, por el tamafio del nucleo y la abun
dancia y palidez del citoplasma.
El numero total de celulas por boton en estas prepa-
raciones fue por termino medio, de 23 por corte, cantidad
esta, ligerauiente superior a lo observado en el animal de
segunda semana (Fig. 5.2-1), pero las proporciones relat_i
vas de cada uno de los tipos celulares nan sufrido varia-
ciones iiiiportantes. Las celulas de tipo oscuro han aumen-
tado en nuuero con respecto a la segunda sernana (Fig. 5.2-
l), siguisSndoles en orden de cantidad, las intermedias y
finalmente, las claras. En los botones de tercera seaana,
el miuero de celulas intermedias duplica aproxiuiadamente
al miuero correspondiente de la semana anterior. Sin embar-
go, en el animal de tercera oeiaana, persiste aproxiiaada-
mente un 10,'c de botones gustativos similares a los botonos
inmaduros observados durance la segunda semana.
El recuento de figuras mitoticas en el epitelio gus
tativo del animal de tercera semana (cortes de parafina
teiiidos con hematoxilina-eosina), reveld una notable dis-
niinucidn en la cantidad de divisiones celulares (Figs.
5.1-25 y 26). Solamente dos iiuagenes niitdtieas fueron• Le-
tectadas en la porcidn basal del epitelio despues del ana-
lisis de 17 secciones, lo que da .in promedio de 0.1 por
corte. En los cortes de Epon, se observd ocasionalmente
una celula uiitotica a nivel del poro basal de algun botdn
(Fig. 5.2-18). Las Figs. 5.2-18 y 19, muestran botones gus
tativos con poros basales bien evidentes. En el te.jido co-
nectivo subepitelial se observan abundantes haces de fibras
nerviosas amilfnicas (Fig. 5.2-19). Las celulas de Schwann
presentan micleos voluminosos similares a los obser/ados
en las celulas Claras e intermedias de los botones. En las
proxiLiidades del poro basal aparecen tambien algunos ele-
mentos de tipo fusiforu;e que aparenteiaente se relacionan
con las celulas capsulares de los botones.-Imaediatamente
por debajo del poro basal, es frecuente enconorar en el cjo
nectivo, una celula de citoplasma claro. Esta puede correjj_
ponder a una celula de Schwann anexa al botdn o bien a una
celula gustativa que se ha formado por fuera del poro basal
(fig. 5.2-18).
El estudio de los botones gustativos de tercera sema-
na con microscopia electronica, mostrd botones de mayor
tamano y mejor defii-idos que los observaclos durante la sje
gunda semana. Las celulas capsulares, identicas a las que
foroan el resto del epitelio, forman laminillas aplanadas
rodeando al botdn y se mantienen unidas entre si por a'oun
dantes destiosomas (Fig. 5.2-20). En el irterior del botdn
se observan cglulas intermedias y claras similares a las
descritas anteriormente en los botones de segunda semana.
Estas celulas apare.cen bien delimitadas pox- prolongaciones
citoplasmaticas de las celulas oscuras. Las celulas pro-
pias de los botones se interrelacionar por simple aposi-
cidn de membranas, no otservandose desmosocias ni ningiin
otro tipo de especializaeiones de union, excepto a nivel
del poro apical donde, coiuo ya Iia sido descrito por otros
autores, existen ccmplejos de union (Figs. 5.2-21 a 24).
Las caracterfsticas generales de los botones. de-.tercera sj?
mana son esencialnente similares a las del animal adulto.
Animal aclulto
Las tinciones cor AChE y ATPasa en la papila del ani-
mal aclulto, irostraron una reaccidn similar a la observada
durante la segunda y tercera semana (Figs. 5.2-25 y 26).
Los cortes de Epon teiiidos con toluidina-bdrax, revelaron
que la proporcion de celulas oscuras, intermedias y claras
varia con respecto a los botones de tercera semana (Fig.
5.2-1). El nuniero de celulas por corte, en los botones gu_s_
tativos del animal adulto, "es algo menor que el de los de
la tercera semana. En estos botones se observo, con mayor
claridad que en los de la tercera semaDa, que las celulas
claras presentan una region nuclear mas apicalmente loca-
lizada que la de los otros tipos celulares. Esquematica-
lente podrfar.ios dccir que la mayor parte de las celulas o£
curas tierxe su nucleo a liivel del tercio bas-T del hol6n,
las celulas intermedias a iiivel del tercio utedio y lus ce
lulas Claras a nivel del tercio apical. Es frecuenie obser
var uno o liias nucleos de celulae claras ivuy prdxiuios al p£
ro apical. En cortes transversales, esfa distriuucidn de
los nucleos celulares obliga a deteriuinar el piano en que
los botones hail sido secciouauoi: , corj aiiterioridac! a ele£
tuar recuentos celulares. Cuando no es posible estubiecer
este piano, los botones deben ser descartados , ya que los
resultados a ootener no correspouderian con la icaliuaci.
El andlisis con microscopia electrdnica ue los uotones
adultos, permitio obstrvar una transicion gradual entre los
tres tipos celulares que conforman estas e.-tructuras . El a^
pecto de estos botones es comparable a los de tercera seiua-
na. Las celulas oscuras contienen, adeina"s de los tonofila-
mentos y uiitocondrias ya d^scritos, numerosos granulos den
sos en el citopla^ma apical (Fig. 5.2-27). Estas son, apa-
rentemente, las celulas mas priini tiva.^  del sistema. Junto
a elementos de este tipo, se observan celulas tanibien del
tipo oscuro pero cuyo oitoplasnia Iia perdido densidaci y con
tiene un menor numero de las inclusiones granulares recien
mencionadas. Otras celulas oscuras presentan abundantos
elementos del reticulo endoplasuico y un aparato de Golgi
bien desarrollado. Estas celulas podrfan ya considerarse
como elementos del tipo intermedio (Fig. 5.2-26). LLamd la
atencidn la existencia de un artefacto de preparacidn loca
lizado exclusivamente en las celuias oscuraj y en las inte_r
medias mas innaduras. Este artefacto consistid en una dila
tacidn considerable de todo el sisteina canalicular, inclu-
yendo a las cisternas perinucleares. Las celulas internie-
dias propiamente dichas y las celulas claras mostraron,
por el contrario, un sistema canalicular normal.
Las celulas claras presenturon escasos elementos del
reticulo endoplasinico y abundantes vacuolas y cuerpos a;>n-
sos de tipo lisosomico (Fig. 5.2-29).
En los tres tipos celulares que hemos mencionado, pre
dominan los ribosomas libres sobre los polirribosotnas. Por
el contrario, las celulas capsulares contienen cusi exclu
sivamente polirribosomas (Fig. 5.--28) al igual que en el
animal de tercera seuiaz.u (comparar con las Figs. 5.2-20 y
21).
Los tres tipos de celulas intracorpusculares se encuen
tran unidod entre si por interdigitaciones citoplasuiaticas
y muy escasas ciif erenciaciones desuiosdmicas, excepto en la
porcion apical de los botones, en los sitios cercanos al
poro gustativo apical (Fig. 5.2-30). Las celulas capsula-
res se encuentran intimamente adheridas entre si y a todo
lo largo de su superi'icie, por abundantes desmosomas de
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Fig. 5.2.1.- Histogramas, mostrando el numero medio de c£
lulas por corte, en los botones gustativos de los animal.es
de distintas edades. El recuadro bianco representa las c£
lulas claras, el punteado fino, las celulas intermedias y
el punteado grueso, las oscuras. En el esquema A se repre
senta el numero total de celulas y en el esquema B, el nu
mero de cada uno de los tipos celulares.
Fig. 5.2~2a-
Fig. 5.2-2b.
Pig. 5.2-2.- Esquema de los cortes seriados a 1 micra de
espesor, de un footdn gustativo del animal de primera se-
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Fig. 5.2-3.- A: Histograma indicativo del numero total de
ootones por cada papila circunvalada en animales de distin
tas edades. El nunteado grueso representa tootones tipicos"
y el punteado fino, botones inmaduros. B: Representacidn
grdfica de la relacidn entre el numero de mitosis en el <
telio gustativo y la edad del animal.
it si  n l epj.
Vig. 5.2-4a.- Ce-
lula del epitelio
gustativo de un ani
mal de la primera
semana. Flechas: e£
pacios intercelula""
res . 12 .OOOx. ""
^m&.*r-*&&&£¥*;•'
Fig. 5.2-¥b.- Superficie basal de las celulas del epitelio
gustativo niostrando heniidesmosonjas y una lamina basal de
alta densidad electrdnica (LB). ?0.000X.
iig. 5.2-.C.- Fibres r.eiiviosas ei: cuntacto con la super-
ficie basal del epitelio gustativo. Estas fibras ccntienen
vesiculas y estaY; septradas del ccnectivo por la l^ icina
basal del epitelio. 23.OOOx.
Fig. 5.2-5a. Fig. 5.2-5C
Fig. 5.2-5d.
V
Fig. 5.2-5f. Fig. 5.2-5h
Fig. 5.2-5h.
Fig. 5.2-5.- Boton gusta-
tivo de segunda semana. In
clusidn: Ep6n. Coloracidn:
toluidina-bdrax. Cortes: 1
micra de espesor. En los
cortes 5a a 5d, el botdn
aparece constituido por una
ce'lula intermedia y una c£
lula clara ma's volurainosa.
Estos elementos esta"n ro-
deudos por ce'lulas epite-
liales que no conforman
una cdpsula M e n definida.
Las figuras 5e a 5i, repre
sentan cortes lon^itudina-
les del mismo boton, que
corresponden a la porcidn
central, mas abultada, y
muestran un mayor numero
de celulas que en las figu
ras 5a a 5d. Puede obser-
varse en este boton, una
celula clara, tres interme
dias y una celula oscura
con prolongaciones que. se
insinuan entre los otros
tipos celulares. Bordeando
a las ce*lulas claras e in-
termedias, se observan pr^
longaciones citoplasm^tica!
de celulas oscuras, en cor
te longitudinal y transver
sal. El boton esta circuns_
crito por celulas oscuras
aplanadas. Continuando con
las secciones seriadas, 11
ga un momento en que apa-
rece solamente una celula
clara rodeada de celulas
oscuras poco diferencia-
das (figura 5i). Es comun
observar, en preparaciones
aisladas, la presencia de







Fig. 5.2-6.- Esquema de un botdn gustativo en cortes se-
riados de una micra de espesor. Animal de segunda semana.
cFig. 5.2-7.- Esquema de un boton del animal de segunda s.e
mana. A: vista longitudinal mostrando gran cantidad de ce
lulas oscuras perifericas. B: corte transversal del footdn
a nivel superior. Las celulas oscuras se encuentran tam-
bien entre las celulas claras e intermedias. C: corte trans
versal del boton a nivel inferior. ~
_ /
Fig. 5.2-8.- Tejido conectivo bajo el epitelio gustativo.
Animal de segunda semana. A: celula da Schwann de citoplas
ma oseuro. B: celula de Schwann de citoplasma claro, conipli
rable a las celulas intracorpusculares de un boton en for"
macidn (flechas). Inclusion: Epon. Coloracion: toluiuina"
borax. l.OOOx.
F|lg. 5 .2-9 . - Otra seccion del mismo animal de segunda se -
mana. Las celulas de Schwann de tipo claro (flechas) son
semejantes a las intracorpusculares ( i ) . M: mitosis . lOOOx,
Fig. 5.2-10.- Ce"lulas intermedias en un animal de segun-
da semana. CG: complejo de Golgi. RE: retxculo endoplasmi
co. M: mitocondrias. 0: ce"lulas oscuras. S: sinapsis re-
ceptoneurales. 25.000x.
Fig. 5.2-11.- Citoplasma apical de una ce"lula clara de sj|
gunda semana. G: granulos densos rodeados por una membra-
na simple. F^ filamentos. 0: c^lulas oscuras. 50.000x.
Fig. 5.2-12.- Corte transversal de microvellosidades (f




x^ ig, 5«2-13a y ti.- Base del epitelio gustativo (E) de un
animal de segunaa s email a mos trando la nenetraciou ae las
fibras nerviosas (FN) y prolongaciones citoplasiuaticas de
las celulas eoiteliales iutroducieiidose en el tejiclo co-
nectivo (TC). Los eleme: tos epiteliales pueden distinguir-
se de los couectivos por^ue aparecen rodeados por una la-
mina Ijasal (LB). ^5.000X.
Fig. 5.2-14.- Celula de Schwann globulosa incluyendo una
sola libra nerviosa. 1 y 2: grupos de fibras rodeados por
laminillas densas de celulas de Schwann. l5.000x.
?ig. 5.2-15a.- Diversos tipos de fibras mielinicas en el
eje papilar, en el animal de segunda semuna. Flecha: niij?
lina inmauura. 5000 ~"
Fig. 5.2-151).- IA: mielina inmadura de tipo laxo. F:
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Fig. 5.2-l6i.
Fig. 5.2-16.- Superficie lateral de una papila de la terce
ra semana. Los botones 1 a kf permiten analizar con faci.-~
lidad el niimero y la proporcidn de celulas oscuras, inter




Fig. 5.2-17.- Esquema de un boton gustativo en cortes se
riados de una micra de espesor. Animal de tercera semana
Fig. 5.2-18.- Fondo de surco. Animal de tercera semana.
Flechas: mitosis en la parte basal de un boton. Los poros
basales son muy evidentes. Inclusion: Epon. Coloracidn:
toluidina-borax. l.OOOx.
®' i*>su...
Fig. 5.2-19.- Fondo de surco del animal de tercera semana,
i-iostrando un botdn gigante (G). En el conectivo subyacente
aparecen fibras nerviosas amielfnicas (F). S: surco. lOOOx
Fig. 5.2-20.- Gelulas capsulares de un botdn gustativo de
tercera semana. N: nucleos. D: desmosomas. F: tonofilamen
tos. 50.000x. ~
Fig. 5.2-2 1.- Celula intermedia (prolongacidn apical).
Ndtese la ausencia de especializaciones de union entre
estas celulas y las celulas oscuras (0) adyacentes. V:
vesxculas. F: filamentos. 50.000x.
Fig. 5.2-22.- Celulas perifericas (P) de un boton gustati
vo, y celulas capsulares (C). Las celulas capsulares est^n
unidas por desmosomas (D) y contienen mayor cantidad de
filamentos y ritoosomas. 50.000x.
»-; \r-
Fig. 5.2-23.- Diversos estadios de transicidn entre c£lu-
las oscuras e intermedias. La celula 1 contiene un apara-
to de Golgi y un sistema canalicular muy desarrollado y el
citoplasma aparece ocupado por vesiculas pequenas deriva-
das del Golgi. La celula 2 presenta citoplasma mas claro
y contiene tambien abundantes elementos vesiculares.50 .OOOx
Fig. 5.2-2^.- Polo apical de dos c^lulas claras separadas
por una celula oscura. V: vacuolasde gran tamafio. 25.000x,
Tig. 5.2-25.- Corte
transversal de la pa-
pi la de un animal adul
to. Tincion: AChE-azul
de toluidina. La reac-
cidn es semejante a la
de los animales de se-
gunda y tercera seraana,
10 Ox.
Fig. 5.2-26.- Papila de
un animal adulto. Tin-
cion: ATPasa. La reac-
cion tamt)ien es semejan
te a la de los animales
de segunda y tercera s_e
mana. lOOx.
i?ig. 5.2-27.- Citoplasma supranuclear de una celula de ti-
po oscuro (animal adulto) . El reticulo endoplasinico y el
complejo de Golgi (RE y CO) aparecen dilatados. El citoplas
ma es denso y contiene nuinerosas vesfculas de 400 S. y vesi~
culas granuladas de 600 a 1000 A. M: mitocondrias. 30.000x.
:, V fa
Fig. 5.2-26.- Porcion periferica de ua botdn gustativo
(animal adulto). La linea de puntos delimita la capsula
del botdn (derecha), con celulas ricas en polirribosomas
y filamentos (flechas) y una celula interniedia gustativa
(izquierda) con un aparato de Golgi muy desarrollado (AG
ribosomas aislados (flechas) y niuaerosas vacuolas. FN:
fibras nerviosas. N: niicleos. lO.OOOx.
Y *
Jig. 5.2-29.- Porcidn apical de una celula clara rodeada
po_- celulas oscuras (animal adulto). V: vacuolas. CD: cuer
pos tiensos de probable origen lisosdmico. 25.000x. ~~
Fig. 5.2.-30.- Porcidii apical de celulas intermedias y
ras (aniiii&l adulto). A este nivel, las ceiulas gustati
aparecen unidas por desmosomas (flechas). 30.000x.
cla-
lvas
5.3.- NEOFORMACION PAPILAR Y REGENERACION DE LOS BOTO-
NES GUSTATIVOS.
Animal; AD-2^8. Sexo: Hembra. Tamailo; 200 gr.
Experimento: Depapilacidn. • Intervalo:3 df as .
Tine ion: AChE.
Con un periodo de tiempo de supervivencia de 60 horas,
observamos en este animal, unicamente tejido cicatricial
en la superficie de la lengua dor.de ha estado localizada
la papila central extirpada. Por debajo, solo hay unas po-
eas fibras nerviosas AChE positivas (Fig. 5.3-1).
Animal: AD-245. Sexo: Hembra. Tamano: 200 gr.
Experimento: Depapilacidn. Intervalo: 3 dfas.
Tincidn: AChE.
A las 72 horas de la depapilacidn, observamos que tarn
bien en este animal existe una prominencia en la zona de
la papila, pero con una forma mas definida y que presenta,
adeinas, una estructura papilar anexa de forma triangular.
El epitelio, aunque muy delgado, esta reparado, no hay ya
seilales de la lesion, pero no aparecen en el seiiales del
inicio de la formacidn de los botones. No hay fibras para
inervar esta papila en formacidn, pero en zoiias mas pro-
fundas del conectivo encontramos haces gruesos de fibras,
una de las ramas del glosofaringeo, algunas neuronas sue^
tas y otras agrupadas en forma de ganglio (Figs.5.3-2 y 3).
Evidentemente la depapilacidn ha sido parcial.
Animal: AD-2^. S exo; Henibra. Tamafio: 200 gr.
Experimento: Depapilacidn. Intervalo: 3 df as .
Tincidn: AChE.
Hemos matado a este animal 8k horas despues de la d^
papilacidn. Solo existe una pequena proirinencia en el lu
gar original de la papila y tampoco hay tejido epitelial
organizado. En su lugar solo encontramos tejido cicatri-
cial, evidentemente este animal aun no se ha recuperado
de la lesion. Por supuesto no hay liotones gustativos. En
una region mas profunda encontramos unas pocas fibras ner
viosas muy delgadas y debilmente tefiidas. La reaccidn de
AChE no ha resultado positiva en ningun otro lugar del co
nectivo en regeneracidn.
Animal: AD-75 . Sexo : Hembra. Tamafio ; 200 gr.
Experimento; Depapilacidn. Intervalo; 5 dfas.
Tincidn: AChE y ATPasa.
A los cinco dias de una depapilacidn total, el animal
muestra ya una papila neoformada. Los surcos de la papila
aparecen abiertos y en su fondo desembocan conductos glan
dulares. El epitelio gustativo es muy grueso, formado por
las capas celulares normales. En las superficies latera-
les y paredes del surco, el epitelio mas superficial mues
tra tres o cuatro capas de celulas horizontales alargadas;;
son celulas con nticleo oscuro y citoplasma claro en prepa
raciones tefiidas con azul de toluidina. El espacio inter-
celular es araplio. Las capas celulares basales son comply
tamente distintas de las superficiales. En este caso, las
celulas son tambien alargadas pero en sentido vertical; su
citoplasma es ma's basofflico y presenta inclusiones densas
que dificultan la visualizacidn del nucleo. Estos elemen-
tos forman un mosaico con muy escaso espacio intercelular.
Las celulas basales son similares a otras diseminadas en
el tejido conjuntivo que forma el eje de la papila y que,
en algunas secciones, parecen penetrar en el epitelio (Fig.
5.3-4).
La reaccidn histoquimica de AChE perinitid evidenciar
la existencia de dos nervios delgados perpendiculares a la
papila, que confluyen en el conjuntivo axial para formar
un haz ascendente paralelo al eje de la papila. No se ob-
servaron fibras en contacto con el epitelio papilar (Fig.
5.3-5). Hay abundantes celulas cebadas en todo el conect^L
vo axial, sobre todo rodeando a las estructuras AChE po-
sit ivas .
La tecnica histoquimica para ATPasa mostrd que el ep^ L
telio de los surcos y paredes laterales de la papila no
presenta botones ATPasa positivos.
Animal: AD-77. Sexo: Hembra. Tairano: 200 gr.
Experimento: Depapilacidn. Intervalo; 6 dias.
Tincidn: AChE y ATPasa.
Este animal fue depapilado y sacrificado seis dias
despues de la operacidn. Observamos una papila neoforniada
de pequeno tamaflo, que no llega a sobresalir de la super-
ficie lingual (Fig. 5.3-6). Los surcos son desiguales en
su forma e inervacidn. En el epitelio gustativo aparecen
grupos de celulas formando estructuras semejantes a boto
nes inmaduros, es decir, celulas fusiformes con niScleo cen
tral y citoplasma claro u oscuro. La base de estas estruc
turas aparece abierta hacia el tejido conjuntivo subepitjs
lial. En el conectivo del eje papilar existen diseminadas
y en gran cantidad, celulas similares a las que observamos
en los botones en regeneracidn. Los cortes seriados mostra
ron que en el fondo de los surcos desembocan conductos
glandulares normales.
La tecnica histoquimica de AChE muestra una reaccidn
bien definida pero asimetrica. Solamente se manifiesta al
rededor del surco mas profundo y en el eje de la papila.
Hay muchas celulas cebadas alrededor de las f ibras nervij)
sas teiiidas por la reaccion. Alrededor del surco existe
una gran cantidad de fibras delgadas que se ramifican pa
ra formar una red. Todos los botones inmaduros se encuen
tran localizados en el epitelio de este surco (Figs. 5.3-
7 y 8).
La reaccion de ATPasa muestra las mismas caracteris
ticas a nivel de las filiras nerviosas pero es negativa en
los botones inmaduros. '
Animal: AD-5k. Sexo: Hembra. Tamano: 300 gr.
Experimento: Depapilacidn. Intervalo: 13 dias.
Tincion: AChE.
Este animal fue parcialmente depapilado y sacrifica
do a los trece dias de la operacidrt. En preparaciones t_e
fiidas para AChE, observanios la presencia de una papila nor
mal. Su morfologia y tamano son los que corresponden a un
animal adulto. Los dos surcos estan abiertos y la papila
sobresale de la superficie lingual.
El epitelio de las superficies laterales de la papila
y el de las paredes del surco, presenta botones en numero
de lh a 16 en las superficies laterales y de 10 y 11 en
las paredes del surco. Estos botones son de la forma, tji
mafio y localizacidn normal. Dentro de cada botdn aparecen
hasta 25 celulas, la mayoria de citoplasma claro y niicleo
central. En algunos botones pueden observarse porciones
de celulas convergiendo hacia el poro apical.
La reaccidn de AChE se manifesto positivainente alre
dedor de los surcos y en el eje de la papila. En la base
de la papila existen haces de fibras perpendiculares a
ella que confluyen hacia la parte basal del eje papilar y
se eontinuan por un haz unico y grueso que se dirige hacia
la superficie apical. Rodeando estas fibras observamos una
gran cantidad de celulas cebadas. Proximos a la base se ob
servan algunos eleinentos neuronales correspondientes al
ganglio papilar. Alrededor de los surcos aparecen fibras
concentricas unidas entre si por fibras perpendiculares'.
Inmediatamente por debajo de los botones la reaccidn es
mas intensa, un festdn AChE positivo demarca el polo basal
de los botones. Algunas fibras nerviosas penetran en los
botones llegando a la zona media (fibras intracorpuscula
res), otras penetran en el epitelio intercorpuscular (Figs.
5.3-9 y 10).
Animal: AD-60. Sexo: Macho. Tamafio: 200 gr.
Experimento; Depapilacidn. Intervalo; 16 dias.
Tincidn: AChE y ATPasa.
A los 16 dias de haber realizado la depapilacidn tjD
tal, encontramos muy modificada la zona que corresponde
a la papila. Aparecen aqui tres surcos bien profundos que
dejan entre ellos dos elevaciones que corresponden a dos
papilas de forma distinta. Una de ellas tiene las paredes
rectas y en la parte apical se ensancha ligeramente p^ra
formar una nieseta irregular; es la que mas se parece a la
papila normal. La otra papila acaba en un pico apical y
tienen forma triangular. Las dos papilas son aproximada-
mente de la misma altura y diametro (Figs. 5.3-11 y 12).
En cada uno de los surcos se abren conductos glandu
lares de forma normal.
Con la tecnica histoquimica de AChE y contratincidn
con azul de toluidina, el epitelio aparece del grosor no^;
mal para un animal de esta edad. Los botones son grandes
y numerosos, tienen una capsula que los rodea y estan for
mados por unas 30 celulas, cuyo citoplasma aparece debij.
mente tefiido por la toluidina. Se observan poros gustati-
vos normales (Fig. 5.3-13).
La tincion para AChE se manifiesta claramente positi
va alrededor de los surcos y en los ejes de las papilas.
Alrededor de los surcos la reaccidn es muy positiva, en
seis capas de ffbras nerviosas gruesas con delgadas cone-
xiones perpendiculares. En la base de cada botdn, la reac-
cidn es algo mas intensa y se observan fibras intracorpus-
culares de aspecto variable. En algunos botones se obser-
va una fibra delgada, en otros las fibras son numerosas y
pueden penetrar hasta la zona media. Entre los botones apa
rece. una gran cantidad de fibras intercorpusculares (Fig.
5.3-1^). En el conjuntivo axial y basal de la papila se ob
servan haces de fibras nerviosas similares a lo normal (Fig.
5.3-15). Alrededor de estas fibras hay gran cantidad de c£
lulas cebadas.
La reaccidn para ATPasa nos rauestra que las dos papi-
las neoformadas tienen botones ATPasa positivos. En una de
las papilas se observan tres botones en el surco y dos en
la superficie lateral externa. En la otra hay seis botones
en la superficie lateral externa y siete en el surco.
Los botones son grandes, de forma tipica, algo ova-
lados y foriaados por hasta 20 celulas pequenas y alargadas
(Fig. 5.3-16).
En las papilas y alrededor de los surcos, existen dos
o tres fibras delgadas, paralelas y largas. El sistenia de
inervacidn de la papila es ATPasa positivo y niuestra las
caracteristicas ya descritas (Fig. 5.3-12).
Animal; AD-126. Sexo: Heirbra. Tamano: 200 gr.
Experimento: Depapilacipon. Intervalo: 23 dfas.
Tire ion: ATPasa.
A los 23 dias de la depapilacion de un animal adulto
y siguiendo la tecnica histoquiinica de ATPasa, vemos una
papila regenerada de tamano y foriaa normal. La imagen que
observauios es la misma que vemos en un animal adulto nor-
mal (Fig. 5.3-17).
En cortes transversales observamos los dos surcos
abiertos y en el fondo de cada uno de ellos desembocan
conductos glandulares normales.
El numero de botones es grande, hasta 12 y 19 en las
superficies laterales de la papila y 6 en las paredes del
surco. Estan formados por celulas de aspecto normal. Estas
celulas se tifien positivamente para la ATPasa (Fig. 5.3-
18). Los nervios papilares son tambien teiiidos y su aspe£
to en conjunto es igual a la imagen que vemos en los ani-
males normales. Pudo observarse, por otra parte, la exis-
tencia de un ganglio papilar forinado por neuronas y celu
las gliales ATPasa positivas (Fig. 5.3-19).
Animal: AD-72. Sexo: Heiubra. Tamailo: 200 gr.
Experimento; Depapilacidn. Intervalo: 72,dias
Tincidn: AChE y ATPasa.
En este animal con depapilacidn total, se observa una
regeneracidn anormal a los ^5 dius de la operacidn. Apare
cen otra vez tres surcos que delimitan dos papilas adya-
centes (Figs. 5.3-20 y 2l).
La tecnica de AChE nos muestra una papila de forma
normal pero algo mas pequen y otra triangular, ambas de
la misina altura y grosor. El epitelio en los surcos es
inuy grueso y contiene botones. Practicamente toclos los b^ ;
tones se encuentran en el surco exterior de la papila tri
angular en numero de 21 y faltan eu el resto de la zona,
excepto en la pared del otro surco exterior donde pueden
observarse tres o cuatro botones mas. Todos tienen poros
apical y basal. El epitelio de las zonas carentes de bot£
nes es grueso y bustante hoinogeneo.
La reaccidn para AChE es positiva en las superficies
laterales y paredes de los surcos, pero no se oanifiesta
en absoluto alrededor del surco central carente de botones.
Las fibras tenidas, en miniero de k 6 5, son paralelas en-
tre si y estan unidas por conexiones perpendiculares. El
sistema de inervacidn en el eje papilar es similar al noic
mal pero no aparecen vestigios del ganglio papilur. La
reaccidn para AChE es especialmente intensa. Se observan
fibras intracorpusculares e intercorpusculares (Fig. 5.3-
20). Tambien hay haces de fibras perpendiculares al eje
de la papila y vemos, como siempre, abundantes celulas CJJ
badas rodeando a las fibras AChE positivas.
La tecnica de ATPasa nos pone de manifiesto botones
positivos en las dos papilas y en los surcos: dos y cinco
en las superficies laterales de la papila triangular y
hasta 14 en el surco; cuatro botones en la superficie
lateral externa de la papila normal y h en su surco. Los
botones son normales, tienen gran cantidad de celulas,
hasta 40, que se tiilen positivament e. La reaccidn muestra
tambien fibras nerviosas similares a las observadas en la
tincidn para AChE. En estas preparaciones tampoco pudo ob
servarse la presencia del ganglio papilar (Fig. 5.3-21).
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Fig. 5.3-1.- Papila en regeneracidn, 60 horas despues de
hater procedido a su extirpacidn. Animal AD-248. Colora-
cidn: AChE. La reaccidn ha resultado negativa en el co-
nectivo papilar.•lOOx.
n
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Fig. 5.3-2.- Animal parcialmente depapilado (AD-245), mos
trando restos del sistema de inervacidn. Coloracidn: AChE.
Flechas: Borde del epitelio reparado. G: rama del glosofa
rfngeo. N: neuronas. lOOx.
Fig. 5.3-3.- Detalle
del ganglio del animal
' • anterior. Coloracidn:
AChE.
Fig. 5.3-^.- Corte transversal de una papila regenerada
de 5 dias (Animal AD-75). Coloracidn: AChE. El epitelio
no presenta botones, pero hay ya fibras AChE positivas
en la base de la papiia (flecha). La imagen nos recuerda
un animal de primera semana. 70x.
Fig# 5#3_5>_ Surco de la papila del animal anterior nu>s_
trando claramente la ausencia de botones. Tampoco hay f_i
bras AChE positivas intraepiteliales. Coloracion: AChE.
200x.
Fig. 5.3-6.- Papila neoformada de la superficie lingual del
animal AD-77, que fue sacrificado 6 dias despues de la ex-
tirpacion papilar. Tincidn: azul de toluidina. En el epitjj
lio no hay botones. 80x.
Fig. 5.3-7.- Animal AD-77. Tincidn: AChE-azul de toluidina.
Los sureos son asimetricos y la reaccidn solo es positiva
alrededor del surco mas profundo. 70x.
+ 'U
Fig. 5.3-8.- Detalle del surco mds profundo del animal an
terior. No hay botones a pesar de que ya hay inervacidn.
Tincidn: AChE-azul de toluidina. 80x.
Fig. 5.3-9.- Corte transversal de una papila regenerada,
13 dias depues de la depapilacidn. Animal AD-5^. Tincidn:
AChE-azul de toluidina. Tanto el sistema de inervacion co
mo los botones, inclufdos en el epitelio, son completanien
te normales. B: botones gustativos. lOOx.
Fig. 5.3-10.- El misiijo animal con la misma tecnica que el
de la figura anterior,mostrando neuronas AChE positivas en




Fig. 5.3-11.- Regeneracidn arjomalade una papila extirpada
16 dias atrds. Animal AD-60. Tincion: AChE-azul de tolui-
dina. Los tres surcos formados estan inervados por fibras








Fig. 5.3-12.- El mismo animal nps muestra las mismas ca-
racterfsticas, pero con la tecnica histoquimica de ATPasa
Las fibras de los tres surcos, y los botones son ATPasa
positivos. Flechas: botones gustativos. lOOx.
Fig. 5.3-13.- Detalle de dos botones del animal AD-60, pa
ra mostrar la entrada de fibras AChE positivas en su i V
rior. Estos botones presentan poros de desembocadura al
surco. Coloracion: AChE-azul de toluidina. S: surco. P:
poros. Flechas: fibras intracorpusculares. 850x.
F ig. 5.3-12*.- Surco de la papila regenerada del animal AD-6O, mostrai
do una gran cantidad de fifcras gruesas AChE positivas concentricas
 f
unidas por conexiones mas delgadas, que penetran en el epitelio gus-
tativo. 600x.
Fig. 5.3-15.- -Animal AD-60. Parte basal de la papila, doncle
se encuentran localizados haces de fibras gruesos, tal como
el que muestra la figura. Tincidn: AChE-azul de toluidina.
E: epitelio del fondo del surco. C: conectivo. 600x.
Fig. 5 3-16 - Detalle de los botones de la papila regenera-
da del animal AD-60. Tincion: ATPasa. Las celulas intracor
pusculares h*n resultado intensaineiite tenidas por la reacr
cion, asf como las fibras subgemales. Las celulas capsula-
res (Cc) son negativas. S: surco circunvalar. P: poros.
85Ox.
Fig. 5.3-17.- Aspecto de una papila regenerada a loj"23 di
as de la depapilacion (animal AD-126). La inervacidn y el
mimero de botones es normal. Tincidn:ATPasa. lOOx.
Fig. 5.3-18.- Detalle del surco papilar del animal ante
rior, mostrando botones en gran niimero, inclufdos en el
epitelibo. Tincion: ATPasa. 300x.
Fig. 5.3-19.- Animal AD-126, parcialmente depa-
pilado. Tincidn: ATPasa. G: ganglio. F: fiforas,
v\ t V
i^ ig. 5.3-20.- Corte transversal de una papila circunvala
da, regenerada anormalmente ^5 dias despues de la extirpa
cidn. Animal AD-72. Tincidn: AChE-azul de toluidina. Fie
chas: surcos papilares. B: botones gustativos. lOOx.
Pig. 5.3-21.- El mismo animal que el de la figura ante-
rior, pero tenido con ATPasa, nos muestra tambien una re
generacidn andmala: dos papilas y tres surcos. Los botones
se nan agrupado preferentemente en una de las papilas.
lOOx.
5.4.- AUTOINJERTO PEDICULADO DE LA PAPILA EN LA SUPER-
FICIE DORSOLATERAL DE LA LINGUA.
Animal; AC-163. Sexo; Henbra. Tamafio: 200 gr.
Experimento: Autoinjerto pediculado de la papila.
Intervalo: 14 dfas . Tincion: Toluidina-bdrax.
A los 14 dfas de haber procedido a desplazar la
la circunvalacla central, lateralmente y hucia la derecha
del sitio de implantacidn original, se observa que: a) se
ha producido una regeneracidn andinala de una papila en el
sitio primitivo. Se han forraado cuatro papilas mucho mas
pequefias que lo normal y todas del mismo taniano y estruc
tura. En el epitelio de estas papilas, aparecen botones en
rnenor numero que lo normal (Fig. 5.4-1). b) la papila in
jertada presenta signos de involucidn. Todavia aparece
bien claro un surco en el que desemboca un conducto de
glandula serosa y en el epitelio de este surco encontramos
botones, aunque en pequeno numero, que como media contie-
nen, por corte y por botdn, 3.5 celulas oscuras, k.5 ce-
lulas intermedias y 1.75 celulas claras (Fig. 5.4-2).
En el epitelio de los surcos de las papilas regenera
das, aparecen botones, unos noraales con poros apicales
bien evidentes que van a de.embocar al surco; otros boto-
nes son pequenos, formados por unas cuantas celulas oscu-
ras y, finaliaente, otros estan algo desorganizados y abier
tos al conjuntivo (Figs. 5.4-3 a. 5). En los botones norraa-
les, las medias del numero de celulas por corte y por bo-
tdn, resultd ser de 9.75 ce'lulas oscuras, 5.8 celulas in
termedias y 0.5 celulas claras.
Rodeando a los surcos hay fibras y celulas de Schwann,
mas profundamente se pueden ver fibras gruesaa y tortuo-
sus que se dirigen hacia la zona de la pupila regenerada.
Se observa taiubien una fonnacidn quo recuerda al ganglio
papilar, constituida por fibras gruesas y neuronas.
Animal: AC-158. Sexo; Macho. Tamafloi 200 gr.
Experimento; Autoinjcrto pediculado d- la papila.
Intervalo; Ik dfas . Tineion: Toluidina-bdrax.
Aun cuando el intervalo de ticuipo en este experimen
to es igual al anterior, observamo:;, sin embargo, que la
papila regenerada carece de botones gustativos. Este dato
fue certificado en 1000 cortes seriados.
En el sitio de regeneracidn se han desarrollado dos
papilas, una de forma completamento normal, pero mas pe-
quena y con los surcos cerrados, y otra pegada a la pri-
mera y de forma triangular (Figs. 5.;i-6 y 7). Incluido en
el epitelio de la mas grande, se observa un botdn degene
rado y algunas agrupaciones de celulas oscuras (Fig. 5.4-
8). Por debajo, y pegadas al epitelio, encontramos fibras
nerviosas. En una sola oportunidad observamos que un gru
po de fibras penetra en el rpitelio del surco y se conec
ta con un pequefio botdn con poro basal abierto.
La papila injertada ha sufrido una gran involucidn
Pegadas al musculo y debajo de esta papila, aparecen glan
dulas, siendo las mucosas mas numerosas que las serosas.
El conjuntivo que forma el cuerpo de la papila aparece
reactivo e infiltrado. En el epitelio papilar no existen
botones gustativos pero se observan algunas celulas cla-
ras y celulas de Schvann (Fig. 5.^-9). pOr debajo del co
nectivo se ven fibras nerviosas de pasada entre el injer-
to y las papilas regeneradas, tambien hay neuronas suel-
tas, aunque no se localiza claramente ningun ganglio. Las
fibras que existen debajo de las papilas regeneradas estan
organizadas, pero, en la zona del injerto, las fibras pre
sentan una evidente desorganizacidn y degeneracidn (Fig.
5.4-10).
Animal: AC-156. Sexo: Macho. Tamafio; 250 gr.
jExperiiaento: Autoinjerto pediculado de la papila.
Int ervalo : 30 dias . Tine ion ; Toluiciina-borax.
Como era de esperar, en este intervalo de tiempo se
ha producido una regeneracion cotupleta de la papila en el
sitio original. La papila que se ha regenerado es mas ba-
ja y ancha que lo normal, pero tiene los correspondientes
surcos y glandulas anexas, En el epitelio aparecen boto-
nes en cantidad muy considerable aunque algo inferior a lo
normal. Estos botones tienen poros apicales abiertos y e£
tan formados por los tipos celulares normales, aunque en
menor cantidad y distinta proporcidn ( por corte y por bo
ton, las medias de los niuneros de Ia3 celulas son: 1.1 ce
lulas Claras, 2 celulas oscuras y 8.8 celulas intermedias)
Sin embargo, uno de los lados del surco carece de botones.
(Figs. 5.z;-ll y 12).
Al lado del surco sin botones, aparacen pegadas dos
pequenas papilas de forma triangular; son tan estrechas
que estan formadas practicainente por tejido epitelial y
un eje conectivo muy delgado (Fig. 5.4-13). En estas for
niaciones hemos observado un solo botdn normal y uno o dos
botones desorganizados (Fig. 5.^-lM. Debajo de la papila
regenerada hay inervacidn normal con fibras enteras cort;a
das longitudinal o transversalmente; por la parte contra
ria a donde esta el injerto, avanza una de las ramas gru_e
sas del glosofaringeo hacia la primitiva region del gan-
glio, aunque este no esta presente en esta papila regene
rada (Figs. 5.^-15 y 16).
La papila injertada ha perdido sus surcos; en ella
localizainos unos pocos botones espora'dicos y por debajo
del epitelio, numerosas fibras nerviosas degenerativas
(Fig. 5.4-17).
Animal: AC-91. Sexo: Hembra. Tamafio: 250 gr.
Experimento: Autoinjerto pediculado de la papila.
Intervalo; ^0 dias. Tineion: Toluidina-borax.
A los 23 dias de haber operado a este animal, le fue
examinada la lengua con una lupa, lo que permitid ver que
se habia regenerado una papila pequeiia y que la papila in
jertada se iaantenia en su si io. El examen microscdpico
de las preparaciones, nos mostrd una papila regenerada
de forma normal y una papila regenerada incompleta.
La papila regenerada presenta botones noriuales y nu
merosos, foriuados por celulas claras, oscuras e intense-
dias en las siguientes proporciones: 1.2 celulas claras,
6.6 celulas oscuras y 7.3 celulas intermedias (numero me
dio por corte y por botdn); tambien hay algun botdn en
formacion (Fig. 5.4-18). Sin embargo, los botones estan
agrupados, casi exclusivamente, en uno de los lados del
surco. En el otro solo aparecen uno o dos y a intervalos
espaciados (Fig. 5.4-19). Vemos, ademds, un aumento del
numero de acinos y conductos glandulares, algunos de
ellos suben por los lados del surco donde estan los bot^
nes. La inervacion de la papila es normal, aparecen fi-
bras gruesas en la base de los surcos y, de menor grosor,
en el resto de la zona, pero no hay ninguna estructura que
podanios identificar con el ganglio (Fig. 5.4-20).
La papila injertada presenta una forma extrana: son
conio dos papilas, una con la base pegada al surco de la
otra (Fig. 5.4-21). Los epitelios de anibas papilas son
normales; en el de la pegada aparecen dos o tres botones
pequenos formaaos por celulas claras e intermedias y en
la otra hay botones mas nuraerosos, con una mayoria de
celulas claras en su interior y casi todos con poro api-
cal desembocando en el surco (Fig. 5.4-22). En la base
de las papilas hay acinos glandulares de tipo seroso e,
inmediatamente por debajo ds ellos, aparecen glandulas
mucosas. Las fibras nerviosas de la zona presentan desor
ganizacidn, pero no se ve una degeneracidn clara (Fig.
5.^-23).
Animal; AC-183. Sexo: Hembra. Tamailo; 224 gr.
Experimento: Autoinjerto pediculado de la papila.
Intervalo: 60 dias . Tine ion: Toluidina-bdrax.
En este animal, nemos dejado transcurrir dos meses
despues de la operacidn para lograr, por una parte, una
maxima regeneracidn y por otra, una evolucidn prolongada
de la papila injertada. Hemos podido localizar tanto la
papila regenerada conio la injertuda, en preparaciones de
la lengua cortadao sagitalmente.
La papila regenerada presenta un tamafio y forma nor
males, y otras dos formaciones semejantes a la papila, pe
ro mas estrechas y pequeiias, coino suele ocurrir en todas
las papilas regeneradas. Estas dos papilas accesorias tie
nen el epitelio normal, pero no presentan botones (Fig.
5.4-24). En camMo, en la papila grande aparecen muchos
botones y la inmensa mayorfa de ellos son normales de tor
ma (Figs. 5.^-25 y 26). Haciendo un recuento del numero
de sus celulas, vemos que como media tenemos: 0.4 celulas
claras, 5.k celulas oscuras y 5.6 celulas intermedias. Las
fibras de inervacidn son normales.
La papila injertada presenta caracterfsticas atipi-
cas, soore todo por las alteraciones del conectivo sut>pa
pilar que todavia contiene fibras nerviosas degenerativas
(Fig. 5.4-27), y por la enorme cantidad de estructuras
glandulares serosas cuyos conductos, algunos muy largos y
estrechos, son perpendiculares a la superficie de la papi
la (Fig. 5.4-28). Un poco por fuera de la zona hay glan.lu
las mucosas. Aunque el epitelio papilar es normal, no en
contramos ningun ljoton en toda esta papila. En el eje pa
pilar hay fibras normales y degenerativas que se orientan
en forma paralela a la superficie (Fig. 5.4-29). No se ha
podido localizar la estructura del ganglio, pero entre los
acinos hay neuronas sueltas completamente normales.
Animal; AC-235. Sexo: Henbra. Tamaiio: . 250 gr.
Experimento: Autoinjerto pediculado de la papila.
Intervalo: 15 dfas. Tineion: Toluidina-bdrax.
El examen de las preparaciones de la lengua de este
animal, nos muestran una regeneracidn de la papila extir
pada y una imp1antacion del injerto. La papila regenerada
es normal de forma y tamano, aunque algo ma's baja y acorn
paiiada de algunas otras formaciones pequeilas de forma s_e
mejante a la papila (Fig. 5.^-30). En uno de los surcos
de la papila desemboca un eonducto seroso y en el epitelio
de ese surco aparecen los botones en muy pequena cantidad,
solo unos 6 a 10 eon pocas eelulas, 10 6 12; ce"lulas cla-
ras hay muy pocas y la cantidad de eelulas intermedias y
oscuras es, aproximadamente, la misma. Tambien hay 5 o 6
pequenos botones de estructura primitiva (Fig. 5.^-31).
Sin embargo, en el otro surco no aparecieron botones ti-
picos. La inervacion es normal, hay muchos nervios y bien
gruesos, pero en algunos puntos se presenta algo de dege-
neracion.
La papila injertada ha quedado como una prominencia
pequena al lado de la regenerada (Fig. 5.^-32), presenta
epitelio normal, en el que no aparecen botones, salvo res
tos de tree, y eelulas Claras e intermedias sueltas en el
epitelio (Figs. 5.^-33 y 3M. L a s fioras nerviosas estan
orientadas paralelas a la superficie libre de la papila
y van de la regenerada al injerto.
Fig. 5»^-l»- Papilas regeneradas 14 dias despues de hatter
traaludado la papila original a la derecha de la superfi-
cie dorsal. Animal AC-163. Inclusion: Epon. Coloracion:
toluidina-oorax. Los botones se agrupan preferentemente
en algunos "surcos".
iff. 5.4-2.- Papila injertada del animal anterior (AC-
53). Todavia se ve un surco con algun boton (flechas),
150x.
l^ggg%g$m
±/jL£S. 5.k-3 a 5 . - Tres aspectos del epitel io gustativo de
las papilas regeneradas del animal AC-163, mostrando boto
nes gustativos normales (B), otros pequenos (P) y algunos
abiertos al conectivo (c) . Casi todos presentan mayoria de
celulas oscuras. 200x.
Iflg. 5.4-6.- Regeneracion de una papila transplantada.
mal AC-158. A los 14 dias de la operacidn no hay hotones
en el epitelio gustativo. Inclusion: Ep6n. Coloracidn: t^
luidina-bdrax. 150x.
TY/4
p"ig 5.4-7.- Papila regenerada adyacente a la de la figu-
ra anterior. Los surcos estan cerrados y no hay botones
en el epitelio. I5°x.
r]JJ Fig. 5.';-8.- Botdn en el
'&yL epitelio de la papila re
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Fig. 5.4-10.- Tejido conectivo de la papila injertada del
animal anterior, mostrando degeneracidn de las fibras ner
viosas. 400
Figs. 5.4-11 y 12.- Dos cortes transversales de la papila
regenerada del animal AC-156. La mayoria de los tootones
gustativos aparecen en uno de los lados del surco. Inclu-
sion: Epdn. Coloracidn: toluidina-bdrax. lOOx.
r ig. 5.4-13.- Papilas re
generadas de forma atf-
pica. Animal AC-156. Tarn
fj poco existen botones en
* el epitelio. lOOx.
Fi£. 5 .^-1^.- Zona de
transicion entre la pa
pila regenerada y la
injertada del animal
AC-156. lOOx.
Fig. 5.^-15.- Conectivo subpapilar de la papila regenera-
da del animal AC-156. S: fondo del surco con botones. G:
raiaa del glosofaringeo. A: acinos glandulares serosos.
CE: conducto excretor. 300x
Fig. 5.4-16.- Detalle del tejido conectivo de la papila
regenerada del animal AC-156, mostrando que el sistema de
inervacidn es normal. 400x.
Fig. 5.^-17.- Papila injertada en corte transversal, del
animal AC-156. Inclusion: Epon. Coloracion: toluidina-b^
rax. Solo hay unos pocos botones en degeneracidn en toda
la papila. lOOx.
^'ig. 5.^-18.- Surco de una p&pila regenerada, 40 dias des
pues de su extirpacidn (Animal AC-91). Los botones son de
aspecto normal. Inclusion: Epdn. Coloracidn: toluidina-
borax. 200x.
Fig. 5.4-19.- Los botones que se muestran en la figura
anterior estan agrupados en solo uno de los surcos de la
papila regenerada del animal AC-91. lOOx.
i?iS« 5.^-20.- Inervacidn de la papila regenerada. Animal
AC-91. S: fondo del surco que contiene a los botones. G:
rarna del glosofaringeo. 300x.
W^mW^i
Fig. 5 .4-21 . - Papila injertada ( I ) . Animal AC-91. S: sur
co sin botones de la papila regenerada. lCOx.
mm
pig. 5.^-22.- Botones gustativos (B) en la papila inierta
da. Animal AC-91. 200x. —
(Fig. 5.^-23.- Tercio basal de la papila injertada del ani
mal AC-91. S: surco. G: acinos glandulares. F: fibras del
conectivo. M: celulas musculares. 200x.
Fig. 5.k-2k,- Papila regenerada del animal AC-183, a los
dos meses de la operacidn. Inclusion: Epon. Coloracitfn:
toluidina-borax. l50x.
pig. 5.^-25.- Papila regenerada con botones, del animal
anterior. lOOx.
Fig. 5.^-26.- Botones de apariencia normal en el epitelio
gustativo de la papila regenerada del animal AC-183. In-
clusion: Epdn. Coloracidn: toluidina-bdrax. 200x.
Fig. 5.4-27.- Conectivo subpapilar de una papila injerta
da, mostrando la degeneracidn que han sufrido las fibras
nerviosas y las glandulas serosas. Animal AC-183. 400x.
Figs. 5.^-28 y 29.- Dos aspectos de la papila injertada
ael animal AC-183. Ndtese la ausencia de botones en el
epitelio y la gran cantidad de conductos glandulares per
pendiculares a la superficie de la papila. lOOx. ~
».«5
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Fig. 5.^-30.- Corte transversal de una papila regenerada
a los 15 clias de su extirpacidn. Animal AC-235. Inclusion:
Epon. Coloracidn: toluidina-bdrax. Solamente hay botones
en uno. de los lados del surco. lOOx.
Fig. 5.^-31.- Los botones presentes en la papila regenera
au son de menor tamaflo que los de los animales controles.
20 Ox.
rig. 5.^-32.- Papila injertada del animal AC-235. Inclu-
sion: Epdn. Coloracidn: toluidina-bdrax. El tejido conec
tivo cicatricial del eje papilar es muy denso. CE: conduc
to excretor seroso. lOOx. ~~
Fig. 5.4-33._ Aspecto del epitelio gustativo de la papila
mjertada. Animal AC-235 • Solo hay restos de botones. 200x,
Fig. 5.4-34.- Dos botones remanentes de la papila injerta
da del animal AC-235• ^°°x.
5 . 5 . " EFECTO LE LA COLCHICINA SC'RE LA DIFERENCIACION
EE LOS BOTONES GUSTATIVOS.
Animales cont ro les
Los an iua les que fueron t ra ta t ios con e l vehicu lo tie
l a c o l c h i c i n a (solucidn s a l i n a ) , inyectados por una vez o
por dos veces consecutivas y con i n t e r v a l o de cinco dia.3,
mostraron a l 59 dia p o s t e r i o r a l a ul t ima inyecc idn , l a s
siguientes caracteristicas:
a) botones gustativos normales en numero, estructura y
reactividad a las tecnicas para AChE y ATPasa.
ID) sistema de inervacidn igualmente normal.
Animales experimentales
1?) Inyeccidn unica de colchicina por debajo del ep_i
te l io de la superficie l i t re de la papila:
Animal: ACol-80. Sexo; Hembra. Tainano: 180 gr.
Experiinento: Inyeccio'n de colchicina en la superficie
libre de la papila.
Intervalo: 6 dias. Tineion: AChE.
-AChE: La reaccidn AChE positiva aparece localizaJ,a
a nivel del sisteum de inervacidn ..de la mitad inferior de
la papila (Fig. 5.5-1). Llama la atencidn, en este animal,
la intensa reaccidn observada a nivel de las neuronas del
ganglio papilar (Fig. 5.5-2). El citoplasma de estas ce
lulas aparece homogeneamente teiiido y los nucleos pueden
ser localizaaos por su muior densidad. A nivel del plexo
subepitelial de la papila y del surco, se observa una fran
ca reduccidn en el numero do fibras AChE positivas (Fig
5.5-3). Por debajo del epitelio gustativo se observa un
estrato intensamente positivo del cual parten fibras in
tracorpusculares. Hay 87 botones en 11 cortes.
Animal; ACol-56. Sexo: Macho. Tamano: 300 gr.
Experimento: Inyeccidn de colchicina en la superficie
libre de la papila.
Intervalo: 11 dias. Tineion: AChE.
-AChE: En este animal se observd que los plexos sub
epiteliales presentan una reaccidn normal en intensidad,
numero de fibras positivas y dianietro de las mismas (Fig.
5.5~M« Las unicas alteraciones observadas en estas pre-
paraciones fueron:
a) ausencia de fibras AChE positivas a nivel del conec
tivo de la cupula papilar (Fig 5.5-5) y
b) aumento marcado de la intensidad de la reaccion a
nivel del citoplasma de las neuronas del ganglio papilar
( Fig. 5.5-6).
Los botones gustativos, clarainente identificables,
presentaron aspecto y numero normal (109 botones en cua
tro cortes).
Animal: ACol-42. Sexo: Hembra. Tamano: 260 gr.
Experimento: Inyeccidn de colchicina en la superficie
libre de la papila.
Intervalo; 12 dias. Tincidn: ATPasa y AChE.
En este animal, sacrificado 12 dfas despues de la in
yeccidn de colchicina en la superficie papilar, observa-
inos las alteraciones que describimos a continuacidn:
-ATPasa: La reaccidn para ATPasa fue intensamente pj)
si t iva a nivel del sistema de inervacidn de toda la papi-
la . Las raices del nervio papilar, el ganglio, el nervio
papilar y los plexos subepiteliales de la papila y del
surco, quedaron perf ectaniente deliraitados por la reaccidn
(Fig. 5.5-7). Observando estas preparaciones con auiuentos
apropiados, se verified que los elementos ma's intensamen
te tenidos son las celulas de Schwann que rodean a las
fibras nerviosas. Por encima del epitelio gustativo se ojb
servaron filetes nerviosos con reaccidn positiva, los cua
les llegan a hacer contacto con el epitelio de la superfji
cie libre de la papila. Coino en otros casos, los vasos
sanguineos dieron tanibien reaccidn positiva.
En el epitelio gustativo, el numero y localizacidn
de los botones parece normal (123 botones en 6 cortes).
Las celulas gustativas son intensamente positivas. Algu-
nos botones presentan espacios claros que son atribufdos
a artefactos de preparacidn (Fig. 5.5-8).
-AChE: La reaccidn para AChE se manifesto, como de
costumbre, a nivel del sistema de inervacidn papilar. Lla
ma la atencidn, sin embargo, que en estas preparaciones
no aparecieron, 0 bien fueron muy escasas, las fibras
AChE positivas de la mitad superior de la papila (porcidn
no gustativa). La reaccidn a nivel de las fibras nervio-
sas de los plexos subepiteliales, es meaos intensa que en
los aniniales control. Esto es debido a que las fibras en
la papila colchicinizada aparecen ma's delgadas que lo noj-
mal (Fig. 5.5-9). Alrededor de las estructuras AChE poei-
tivas aparecen escasas celulas cebadas. En cuanto a los bo
tones gustativos, estos resultaron normales en numero y
estructura (52 botones en 3 cortes).
En resuinen, a pesar de la dif orencia de intervalo en
tre la inyeccidn y el momento de sacrificar al animal, se
observe:
a) todos los animales presentaron perdida de la reac-
cidn de AChE de las fibras pegadas a la superficie de la
papila (iugar de la inyeccidn).
b) disminucidn de las fibras que inervan el epitelio
gustativo de la pared papilar y del surco.
c) no hay disminucidn del tamafio y forma de los botones.
d) reaccidn de.ATPasa intensa tanto en los botones co-
mo en el sistema de inervacidn papilar incluyendo las fi-
bras de la superficie libre de la papila.
2-) Inyeccidn unica de colchicina por debajo del ep_i
telio, en la parte anterior del surco papilar:
Animal: ACol-87. Sexo: Eembra. Tamafio: 200 gr.
Experimento: Inyeccidn de colchicina en la parte antje
rior del surco papilar.
Intervalo: 10 dias. Tineion: AChE y ATPasa.
-ATPasa: La reaccidn de ATPasa en el sistema de ine£
vacidn fue similar a lo obtenido en el animal anterior
(ACol-42) en lo referente a distribucidn, pero menor en
intensidad. La reaccidn fue negativa o apenas detectable
a nivel de los botones gustativos (Fig. 5.5-10).
-AChE: La tincidn para ACliE rccuerda en cste animal,
a lo observado en el animal ACol-42. lleiuos contado 159 bo
tones en 8 cortes (Figs. 5.5-11 a 13).
39) Inyeccidn unica de colchicina en la region sub-
pap ilar.
Animal: ACo 1.-81. Sexo: Herabra. Tamafio; 200 gr.
Experimento; Inyeccidn de colchicina subpapilar.
Intervalo: 12 dias. Tincidn: AChE y ATPasa.
-ATPasa: La reaccidn para ATPasa did result ados sir.ii
lares a los descritos para aniniales anteriorcs (ACol-?i2,
ACol-87), botones y fibras nerviosas positivos.
- AChE: El nuinero de filiras nerviosas AChE positivas
resultd en este animal, rauy inferior al de los correspon-
dientes controles. El plexo subepitelial a nivel del surco
aparecid mas voluminoso que a nivel de la papila. La Fig.
5.5-14 muestra escasisimas fibras a nivel de la uiitad in
ferior de la papila. Se pudieron contar 117 botones en
8 cortes.
kg) Doble inyeccidn de colchicina con intervalo de
cinco dias:
A) Animales matados a los dos dias;
Animal: ACol-215. Sexo: Heinbra. Tamailo: 200 gr.
Experimento: Dos inyecciones de colchicina en 1 H papi-
la, con intervalo de 5 dias cada una. Se
sacrificd dos dias despues de la segunda
inyeccidn.
Tineion: Toluidina-bdrax. Inclusion; Epon.
Con dos dias de intervalo de tiempo entre la segunda
inyeccion de colchicina y la uiuerte del animal, observa-
mos, en cortes sagitales de una micra, que los botones no
han desaparecido por completo (Figs. 5.5-15 y 16). Sin em
bargo, han disininuido mucho en numero, solo contaraos unos
15 en 100 cortes seriados. Tambien han disminufdo en cuan
to a su tamailo y al numero de sus celulas. De estos pocos
botones, algunos solo contienen celulas intermedias y no
presentan capsula; otros estan formados solo por unas cuan
tas celulas claras y, por ultimo, los menos modificados
aparecen formados por 10 d 12 celulas claras e intermedias
a las que pueden sumarse 1 d 2 celulas oscuras (Figs. 5.5-
17 y 18). Hay muy pocos signos de degeneracidn de los bot£
nes o de las fibras nerviosas que los inervan.
Animal:ACo1-221. Sexo: Hembra. Tamano: 200 gr.
Experimento: Dos inyecciones de colchicina en la papi-
la, con intervalo de 5 dias cada una. Se
sacrificd dos dias despues de la segunda
inyeccion.
Tlncidn: Toluidina-borax. Inclusion; Epdn.
Repitiendo las condiciones experiinentales realizadas
en el animal anterior, las preparaciones obtenidas mues-
tran unos resultados parecidos. El numero de botones ha
disniinuido (Figs. 5.5-19 y 20). Contamos unos 50 en 160
cortes seriados. Estos botones son, salvo unas pocas ex-
cepciones, normales de forma y tamafto. La unica modifica
cidn que notamos es un aumento del numero de celulas cla
ras, mientras que el numero de celulas oscuras es muy re-
ducido (Figs. 5.5-21 y 22). Las excepciones que menciona
mos antes son: celulas claras sueltas, botones pequeiios
con celulas desorganizadas, algun botdn sin capsula y agru
paciones de celulas que no forman botones propiamente d^i
chos (Figs. 5.5-21 a 23). El sisteraa de inervacion es nojr
mal.
En conclusion, ambos animales presentan una disminu-
cidn en el numero de botones y uno de ellos signos de djg
generacidn en el sistema papilar.
B) Animal matado a los cuatro dias:
Animal: ACol-214. Sexo: Hembra. Tamano: 200 gr.
Experimento; Dos inyecciones dc colchicina en la papi.
la con intervalo de cinco dias cada una.
Se ha sacrificado cuatro dias despues de
la segunda inyeccion.
Tincidn: Toluidina-borax. Inclusion: Epo'n.
El epitelio gustativo de la papilu de este animal,
aparece completamente ocupado por los botones gustativcs,
de forma y tainano normal (Fig. 5.5-24). Sin embargo, ob-
servamos mia diferencia entre estos botones y los noruia-
les: el numero de celulas Claras ha aumentado considera-
blemente. Ademas, su micleo ha aumentado de tamano, las
celulas son mas voluminosas que lo normal y mucho ma's
acuosas.En un contaje preliiainar, las medias del numero
de celulas, por corte y por botdn, nos da una proporcidn
de dos claras, una oscura y dos intermedias. A veces, no
hay botdn sino grupos de dos 0 tres celulas inuy claras
juntas y, dentro del botdn, tambien las celulas claras e_s
tan agrupadas .
El nucleo de estas celulas claras, quo ya dijimos
que era inuy grande, tiene forma bien redonda o, excepci^
nalmente, alargada; posee dos o tres nucleolos que pueden
ser centrales o perifericos y la cromatina esta regular-
mente dispuesta. Este nucleo esta situado en el centro
del citoplasma. El citoplasma tiene granulaciones que se
acumulan alrededor del nucleo formando un huso y se alar
ga, en muchos casos, hasta el poro del botdn; en la par-
te que esta mas cerca de la superficie, el numero de gra
nulaciones aucienta 0 aparer e una formacidn muy densa y
bastante grande, pegada al nucleo. El resto del citoplas^
ma es muy claro y sin granulaciones (Fig. 5.5-28).
Las celulas intermedias y oscuras son completamente
normales.
En resuiaen, no se observaron en este animal altera-
ciones cualitativas de los botones, pero estos contienen
celulas del tipo claro, ma's voluminosas y numerosas que
lo normal.
C) Animales matados a los cinco dias:
Animal: ACol-204. Sexo: Hembra. Tamailo: 200 gr.
Experimento: Dos inyecciones de colchicina en la p&pi-
la, con intervalo de cinco dias cada una,
Se ha sacrificado cinco dias despues de la
segunda inyeccidn.
Tineion: ATPasa y AChE.
-ATPasa: La reaccidn nos muestra una papila de forma
normal asi como de tamafio, pero lo que nos llama la at en
cidn es que los botones gustativos han desaparecido por
completo (Fig. 5.5-29). El epitelio aparece formado por
celulas pequeaas, redondeadas, de nucleo central, separa
das unas de otras por espacios intercelulares, y son to-
das muy iguales; no aparecen formaciones que recuerden c_e
lulas gustativas procedentes dc un botdn en degeneracidn,
ni ningiin tipo de celulas con reaccidn ATPasa positiva.
La reaccidn se manifiesta, en cauibio, normal para las fi
bras del eje papilar y las que rodean a los surcos, asf
couio a las celulas de Schwann que acompafian a estas f ibras.
El ganglio aparece muy grade, formado por muchas celulas
de Schwann que tienen reaccidn ATPasa positiva normal y
en el desembocan los haces de fibras que vienen perpendi.
culares al eje de la papila (Fig. 5.5-30).
-AChE: Las preparaciones de este misuio animal que
han sido tenidas con la i"eaccidn de AChE, nos muestran
tambien que no existe ningun tipo de botdn, ni ningun t_i
po de fomiacidn que lo recuerde, en el epitelio de la pa
pila (Fig. 5.5-31). Las celulas epiteliales que fornian el
surco de la papila, son iguales a las de su superficie 1^
bre, donde nunca las nemos observado con esta tecnica. Son
celulas redondeadas u ovaladas, grandes, debilmente tefi_i
das de azul por la toluidina y de nucleo no visible; es-
tan adosadas unas a otras sin dejar espacios entre ellas.
La reaccidn ha resultado algo menor que lo normal, en in
tensidad, pero no en extension; muchas fibras, aunque dej.
gadas, llegan liasta la superficie de la papila sin entrar
en el epitelio. Al igual que en los controles, las fibras
penetran en el epitelio de las superficies papilares late
rales aunque no existan botones. Se observa un buen miniero
de fibras en la base de la papila, alrededor del ganglio
y tambien en el eje papilar (Figs. 5.5-32 y 33). El gan-
glio aparece formado por una serie de neuronas prominen-
tes.
Animal: ACol-213. Sexo: Hembra. Tamaiio: 200 gr.
Experimento: Dos inyecciones de colchicina en la papj.
la, con intervalo de cinco afas cada una.
Se sacrificd cinco dfas despues de la s^
gunda inyeccidn.
Tincidn: Toluidina-bdrax. Inclusion: Epdn.
Cuando observanios las preparaciones de este animal
que heinos cortado a una micra y tefiido con toluidina-bd-
rax, vemos que , al igual que el animal ACol-204, al que
hicimos igual tratamiento, lo mas caracteristico de su pa
pila es la desaparicidn de los botones gustativos del epj.
telio (Figs. 5.5-34 a 38). El epitelio tiene una serie de
capas basales de celulas alargadas perpendiculares a la
superficie, una capa de transicidn de celulas redondas y
una serie de capas de celulas separadas y paralelas a la
superficie, igual que los aniwales normaies (Figs. 5.5-
35 y 36). Con las tecnicas histoquimicas, utilizadas en
el otro animal, no apreciariamos otra cosa, pero en los
cortes de Epdn nemos podido apreciar los siguientes cain-
bios adicionales: l) En primer lugar, el epitelio no esta"
sieinpre tan bien ordenado sino que inuchas veces aparece
desorganizado, principalmente por la aparicidn de celulas
perpendiculares en las capas de las celulas paralelas
(Fig. 5.5-38). Estas celulas se presentan aisladas o agru
padas formando una empalizacia y pegadas siempre al surco;
son celulas del tipo de las intermedias pero no forman
ningun tipo de estructura. Tambien hay escasas celulas
claras y oscuras, sueltas por el epitelio y inuchas veces
tocando la superficie del surco. Celulas aisladas del ti
po de las intermedias 0 de las perpendiculares, aparecer
inuchas veces en la parte basal del epitelio pero sin deci
dirse a formar ningun tipo de estructura. 2) Se puede lo
calizar algun botdn que no corresponde al patron normal
clebido, en la mayoria de los casos, a que no tienen
sula (Fig. 5.5-35). Hemos localizado 7 botones sin ca"psu
la formados por uiaas 6 d 7 celulas intermedias que estan
en contacto con el poro basal y el conjuntivo. Hay luego
k'6 5 botones mas pequerios y inal deliraitados foruiados por
dos celulas claras,cuatro intermedias y dos oscuras (a ve
ces, todas las celulas del botdn estan agrupadas o contrai
das en el centro del botdn dejando an anillo vacio alreoe
dor). Solo en un corte hemos visto un botdn con forma nor
mal y poro de desecibocadura al surco; la mitad de este bo
ton esta ocupacia por el citoplasma de xma celula claru que
llega al poro apical y el .resto, por 4 d 5 celulas inter-
medias agrupadas en la base del boton, que penetran en el
poro basal•Localizamos tambien alguu resto de botdn dis-
puesto perpendicularmente a la superficie. En resumen, p£
demos considerar a este animal desprovisto de botones, ya
que de las pocas formaciones que describiraos, ninguna es
tipica. El sistema de inervacidn es igual que el de un anjL
mal adulto normal: hay iibras gruesas en la base de los
surcos, que luego ascienden por el eje de la papila (Fig.
5.5-37).
i
Animal; ACol-239. Sexo: Hembra. Tamafio: 200 gr.
Experimento: Dos inyecciones de colchicina en la papj.
la, con intervalo de cinco dias cada una.
Se sacrificd cinco dias despues de la se-
gunda inyeccidn.
Tineion: Toluidina-bdrax. Inclusion: Epdn.
La colchicina ha tenido un gran efecto sobre este ani
mal, ya que observando las preparaciones que hemos hecho
de su papila circunvalada, no hemos eneontrado ningun bo-
tdn en 177 cortes seriados (Figs. 5.5-39 y 40). El epite-
lio aparece formado por sus capas de ce"lulas tipicas con
algunas interrupciones: a) celulas claras sueltas o en gru
pos de 3 6 4 que aparecen pegadas a la superficie libre
del surco, b) tres formaciones sin ca"psula, constituidas
por un grupo de 5 o 6 celulas interraedias que pueden re-
presentar restos de botones y c) grupos de 4 6 5 celulas
oscuras que recuerdan los primitivos botones indif erenciji
dos de los animales de primera semana de vida postnatal
(Figs. 5.5-^1 y 42).
La inervacidn resultd, sin embargo, completamente
normal.
La observacidn, con microscopia electrdnica, del ep^
telio gustativo, no permitid observer tampoco diferencia-
ciones celulares equivalentes a las celulas de los botones.
Todas las celulas fueron del tipo epitelial comun y presen
taron caracteristicas norraales. Con el objeto de dilucidar
el posible efecto de la colchicina sobre las fibras ner-
viosas del plexo papilar, hemos analiisado las fibras pre-
terminales intraepiteliales y subepiteliales. En ainbos ca
sos, los componentes nerviosos presentaron caracteristicas
normales. La Fig. 5.5-^3 muestra fibras preterminales in-
traepiteliales rodeadas por mesoaxones de tipo Schwann,
en todo sinilares a los que presentan las celulas oscuras
de los botones normales.
Animal: ACol-210. Sexo: Hembra. Tanano: 200 gr.
Experimento: Dos inyecciones de colchicina en la pap_i
la, con intervalo de ciuco dias cada una.
Se sacrificd cinco dias despues de la sj$
gunda inyeccidn.
Tincidn: ATPasa y AChE.
-AChE: La reaccidn para esta tecnica ha resultado uix
niina. Solo hay un pequeilo numero de fibras debilinente te-
fiidas alrededor del surco y en el eje de la papila, aun-
que unas pocas suben hasta el epitelio de la superficie.
Tanibien entran en el epitelio de las paredes del surco
(Figs. 5.5-^ a k6) . Aunque con esta tecnica resulta dif_i
cil localizar los botones, se puede ver que han disminui-
do en numero. Se ven algunos con poro de desembocadura al
surco, pero en la mayoria de las preparaciones no hay bo-
tones organizados, sino celulas del tipo de las epiteli^
les pero mas grandes y muy Claras, delimitadas de azul cl^
ro pur la toluidina (Fig. 5.5-^7). Igual queen otras oca
siones, hay haces iaas gruesos de fibras que van hacia el
ganglio y neuronaa dispersas por toda la zona (Figs. 5.5-
hh y !i5).
-ATPasa: Las preparaciones que observamos con esta
tecnica histoquimica nos lnues.ran dos cosas: una ^ ran di^
minucidn del numero do botoues y un aumento de la reaccidn
y iniuiero de fibras en toda la zona de la papila (Fig. 5.5-
*ik) . Hei.ios observado, en un total de 16 cortes seriados,
11 botones nor^ales de forma, positividad a la reaccidn
y numero de cdlulas. Aparte de ellos, vemos que hay unos
Ik de igual forma pero de reaccidn muy debil, las celulas
estan muy claras, apenas tenidas (Fig. 5.5-^9). Tambien
hay otros botones distintos de forma a los norinales, son
muy estrechos y largos, con forma de triangulo cuya base
Eiira al conjuntivo y su vertice- al surco. Sus celulas son
nmcho uas claras, tienen reaccidn menor, son mayores en
tanailo y menores en numero. Los recuentos efectuactos en
kk botones revelaron una media de 9 celulas para cada uno
de estos botones triangulares. For ultimo, observamos tarn
bien en el epitelio, unos 20 grupos de celulas ATPasa po-
sitivas, semejantes a las que forman los totones, pegadas
unas a otras y orientadas paralelamente a la superficie
del epitelio. Solo en dos ocasiones se nan podido ofrser-
Var series de celulas ATPasa positivas sin formar ningun
tipo de estructuru ni agruparse.
Las fibras nerviosas, en cambio, tienen una reaccidn
coEipletamente normal o quiza algo mayor (Fig. 5.5~5O)«
Hay una gran cantidacl de fibras en el e j e de la papila,
alrededor de los surcos, y en la zona del ganglio. El gan
glio es de tamaiio normal, formado por neuronas claras y
celulas de Schwann intensai;iente tenidas. Hay, incluso,
luayor mimero de fibras que lo normal y, en algunos casos,
estdn dcsordenadas sin seguir las Ifiieas de los surcos.
An j in a] : AColr238. Sexo: Hembra. Tamano: 200 gr.
Experimento: Dos inyecciones de colchicina en la papi-
la, con intervalo de cinco dias cada una.
Se ha sacrificado cinco dias despiies de la
Tincidn: ATPasa y AChE.
-ATPasa: En este animal, que no recibid la segunda in
yeccion en la forma correcta, la reaccidn de ATPasa ha re
sultado positiva y observamos que en el epitelio hay nu-
chos botones noroaies. Sin embargo, aparecen botones en
la superficie libre de la papila, cosa que nunca habiamos
observado en animales norniales para una tecnica histoquf
mica (Fig. 5.5-55); en total, hay 8 botones situados en
la superi'icie de la papila. Tambien en la superficie de
la papila y en algiin surco, aparecen una sorie de iorma-
ciones ATPasa positivas constituidas por 6 d 7 celulas
iguales a las que forman los botones, pero no estan agru
padas en forma de hoton sino que se disponen en forma con
centrica. Estas formaciones pueden ser restos de botones
en degeneracidn. Jn total, hemos contado 220 botones ATP
asa positivos en 16 cortes seriados de la papila y 10 rejs
tos de botones. La inervacidn es normal, hay una serie
de fibras positivas alrededor de los surcos y en el eje
de la papila, y fibras mas numerosas perpendiculares a
la papila que se conectan con el ganglio (Fig. 5.5-56).
El gaiigli o aparece muy grande, de forma arrinonada y cons
tituido por 6 d 7 neuronas muy gruesas y claras. Tambien
encontrauos neuronas dispei_>as en el eje de la papila
(Figs. 5.5-57 y 58).
-AChE: La reaccidn para AChE fue ma's debil que lo
que t-s normal. Existen fibras alrededor de los surcos y
en el eje de la papila, pero todas ellas muy finas, poco
nunerosas y debi linente tenidas; algunas de ellas penetraji
en los botones y en el epitelio intercorpuscular
(Fig. 5.5-59). Los botones son absolutamente normales. Lo
que nos llama la atencidn es la gran cantidad de neuronas,
nucho mas intensaraente tenidas que las fibras, que apare
cen en la region del ganglio y ascienden luego por eleje
papilar para llegar hasta el epitelio de la superficie 11
bre de la papila. En toda la zona hay celulas cebadas
(Figs. 5.5-60 y 61).
En resurnen: a) se observd una desaparicion de los bo
tones en tres animales. Uno de estos fue exaainado con ne
todos histoquiuiicos , observandose una disminucidn de la
reaccidn para AChE en las fibras nerviosas, un aumento de
la misiiia en las neuronas del ganglio papilar y una reaccidn
de ATPasa intensa, en los sitios normalmente positivos,
b) en dos animales se observd una disminucidn sustancial
en el nuiuero de botones. Uno de ellos fue observado con
metodos histoquiniicos, detectandose una disminucidn de la
reaccidn de AChE y el sistema de inervacidn, y una inten
sa reaccidn positiva de las ATPasas en los sitios correjs
pondientes. c) un animal presentd numerosos botones norrna
les, botones en degeneracidn y botones en posiciones at^
picas. La reaccidn de AChE en el sistema de inervacidn
fue debil, pero la., neuronas del ganglio papilar fueron
intensuiitenle tenidas.
D) Animal matado a los quince dias:
Animal; ACol-250. Sexo: Hembra. Tamafio: 250 gr.
Experimento: Dos inyecciones de colchicina en la papj.
la, con intervalo de cinco dias cada una.
Se sacrificd quince dias despues de la s_e
gunda inyeccidn.
Tineion: Toluidina-bdrax. Inclusion: Epon.
En este animal que nemos sacrificado con un interva
lo de tierupo muy superior al que veniamos realizando, ob-
servamos que todo el sistema ha vuelto a la normalidad.
Hay un gran numero de botones en el epitelio, con poros
al surco y completamente maduros (Fig. 5.5-62). Tienen
un gran numero de celulas sin signos de degeneracidn o d£
sorganizacidn y predouiinan las celulas de tipo oscuro, c£
mo en un animal adulto normal (Fig. 5.5-63). En cuanto al
sistema de inervacio'n, observamos fibras gruesas subiendo
por el eje de la papila y otras que rodean a los surcos
por la parte basal y confluyen en la region del ganglio.
5-) Doble inyeccidn intrapapilar de colchicina y do
ble inyeccidn intraperitoneal:
Animal: ACol-205. Sexo: Macho. Tamailo: 300 gr.
Experimento:Se le han hecho h inyecciones de colchicj.
na alternadas: dos intraperitoneales y dos
en la papila, con intervalos de dos dias
cada una. Se ha sacrificado dos dias des-
pues de la segunda inyeccidn.
Tincion: AChc y ATPasa.
-AChE: Con este nucvo experimento, observamos una pa
pi la normal de forma y tamafio, pero grandes cambios en
cuanto a sus reacciones histoqufmicas. La reaccidn de AGliE
es tan detail y escasa que puede considerarse nula: solo
una o dos fibras muy delgadas y p&lidas alrededor de uno
de los surcos y que no penetran en el epitelio, ni en. la
region del ganglio ni en la base de la papila. Los boto-
nes nan desaparecido por completo (Figs. 5.5-6^ y 65).
-ATPasa: Esta tecnica nos confirma la total ausencia
de botones en el epitelio de la papila de este animal. En
un seriado de 11 cortes, solo en un corte nemos advertido,
en el epitelio del surco, la presencia da unas cuantas ce
lulas desorganizadas con una reaccidn ATPasa positiva cle-
bil. Esto puede corresponder a un resto de botdn.
El ganglio, en cambio, aparece muy prominente, sus
neuronas y cel.ilas de Schvann se tineron irregularmente.
Tambien hay muchas fibras positivas alrededor de los sur-
cos y en el eje de la papila, acoinpanadas de celnlas de
Sclwann intensawente tenidas y de neuronas aisladas por
toda la zona (Figs. 5.5-66 y 67).
En resuiuen, este animal presentd perdida total de
botones, reaccidn de AChE negativa y reaccidn de ATPasa
positiva en el sistema de inervacidn y muy prominente a
nivel del ganglio.
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Fig. 5.5~1.~ Corte transversal de la papila circunvalada
del animal ACol-80, 6 dfas despues de la inyeccidn de cojL
chicina. La reaccidn ha disminuido considerablemenLe con
respecto a los animales controles. Tincidn: AChE-azul de
toluidina. 150x.
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Fig. 5.5-2.- Detaiie del gan Fig. 5.5-3.- Otro aspecto de la
glio del mismo animal, nios- papila, 6 dias despues de la in
trando, en cambio, que la re yeccidn de colchicina (animal
accion AChE positiva, es ma- ACol-80). Tincidn: AChE-azul de
yor a este nivel. 600x. toluidina. La reaccidn es muy
escasa y limitada al tercio in
ferior de la papila. lOOx. ~
Fig. 5«5-2*.- Animal ACol-56. Tincidn: AChE-azul de toluidina. 11
uias despues de haber inyectado colchicina, la reaccidn es com-
pletamente normal en extension e intensidad. 200x.
VFig. 5.5-5.- Animal ACol-56, mostrando reaccidn AChE posi-
tiva disminuida en el plexo papilar pero aumentada en la
region del ganglio. lOOx.
Fig. 5.5-6.- Detalle de la figura anterior mostrando el
uuiucnto de la reaccidn en las neuronas ganglionares. 6OOx,
Fig. 5.5-7.- Aspecto de la papila circunvalada de un ani-
mal sacrificado 12 dias despues de la inyeccion de colchi-
cina (ACol-^2). Tincion: ATPasa. La reaccidr ha resultado
normal o incluso m^s intensa que en los anj .ales contro-
les. Flechas: botones gustativos. 200x.
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Fig. 5.5-9.- Corte frontal de la papila del animal ACol-^2
(12 dias despu^s de la inyeccion de colchicina). Tincion:
AChE-azul de toluidina. La reaccidn positiva ha quedado li-
mitada al tercio basal de la papila. B: botones gustativos.
200x.
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Fir^. 5.5-10.- Animal inyectado con colchicina en la parte
anterior del surco (ACol-87). Tincidn: ATPasa. La reaccidn
ha resultado negativa en las fitras y botones. S: surcos
papilares. lOOx.
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Fig. 5.5-11.- El mismo animal, teiiido con la tecnica de
>»CiiE-azul de toluidina, muestra que esta reaccidn si es
positiva para las fibras del plexo, aunque limitada al
tercio basal de la papila. Flechas: botones gustativos.
lOOx.
Fig. 5.5-12.- Animal ACol-87. Tincidn: AChE-azul de tolui-
dina. La reaccidn es ma's intensa en las neuronas de la par
te basal de la papila (N). 200X.
Fig. 5.5-13.- Animal ACol-87. Tincion: AChE-azul de tolui
dina. La reaccion es tambien mayor en las fibras que van
hacia la region del ganglio (flecha). 200x.
Fig. 5.5-12*.- Papila central de un animal, a los 12 dias
de la inyeccidn subpapilar de colchicina (AC0I-8I). Tin-
cidn: AChE-azul de toluidina. La reaccidn solo muestra
escasas fibras AChE positivas en la parte basal de la pa
pila. lOOx. ~
Fig. 5.5-15.- Epitelio gustativo de un animal sacrificado
dos dias despues de la doftle inyeccidn de colchicina (ACol-
215). Inclusion: Epon. Tincion: toluidina-bdrax. S: surco.
B: tootones gustativos con mayor mimero de celulas Claras
que los animales controles. 500x.
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Fig. 5.5-16.- Otro aspecto del epitelio gustativo del miis
mo animal. El mimero de botones ha disminuido notablemenTe
con respecto a los aniraales controles. XI!: conectivo. E: epi
telio. 500x. ~
Fig. 5.5-17.- Botones cortados transversalmente, de la pa
pila central del aniual ACol-215. Notese la disminucidn
general del tamaiio de. los totones y el aumento de celulas
Claras. Inclusion: Epon. Coloracidn: toluidina-borax. 600x.
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Fig. 5.5-18.- Detalle de botones del animal anterior, mos
trando perdida de la capsula y disminucion general del ta
lafio de las celulas. Flechas: botones formados casi exclu
sivamente por celulas claras. D: boton en degeneracion. ~
700x.
Fig. 5.5-19.-.Papila, en corte transversal, del animal
ACol-221, sacrificado dos dias despues de la doble inye£
cion de colchicina. Inclusion: Epdn. Coloracion: toluidl
na-bdrax. El numero de botones ha disminuido drasticamen
te. B: botones gustativos. G: conducto glandular. lOOx
Fig. 5.5-20.- Surco circunvalar del mismo animal que la
figura anterior (ACol-22l), mostrando ausencia de botones
en este sector del epitelio gustativo. 300x.
Fig. 5.5-21o- Boton remanente en el epitelio del surco pa
pilar del animal ACol-221, formado casi exclusivamente por
celulas claras e intermetiias. 25Ox.
Fig. 5.5-22.- Aspecto de botones resistentes al tratamien
to con colchicina. Animal ACol-221. Sin embargo, el nuae-




Fig. 5.5-23.- Botones en degeneracidn, formados por una
mayoria de celulas claras. Animal ACol-221. 250x.
Fig. 5.5-24.- Surco circunvalar en corte frontal. Animal
ACol-2lAi, sacrificado cuatro dfas despues de la doble in
yeccidn de colchicina. Inclusion: Epdn. Coloracion: tolui
dina-t>6rax. Hay gran cantidad de botones en el epitelio,




Fig. 5.5-25.- Un tootdn del mismo animal, mostrando el gran
aumento de celulas claras intracorpusculares. S: surco.
C: conectivo. 3C0x.
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Fig. 5.5-26.- Botones andmalos del epitelio gustativo del
animal ACol-21^. B: botcn sin c^psula. C: botdn en degene
racion con un gran espacio claro. G: tooton con celulas de
sorganizadas. ^ O
Fig. 5.5-28.- Detalle
de una celula clara
aislada, en el epite-
lio gustativo del an^
mal ACol-214. 65Ox.
Fig. 5.5-27.- Otro aspecto de
los botones del mismo animal
(ACol-21it), mostrando el aunien
to de las celulas claras.
Fi^. 5.5-29.- Corte trans
versal de la papila de
un animal sacrificado 5
dias despue*s de la do-
ble inyeccidn de colchi
cina (ACol-204). Tincion:
ATPasa. La reaccidn es
normal para las fibras
del eje y base de la pa
pila, pero los botones
han desaparecido del epji
telio. S: surcos. E:
telio. lOOx.
Fig. 5.5-30.- El
mo animal, con la j
ma tecnica, mostrando
las fibras del plexo
intensauiente tefiidas .
S: surcos. G: ganglio.
10 Ox.
Fig. 5.5-3L- Papila del animal ACol-204. Tincion: AChE-
azul de toluidina. La reaccidn es minima en las fibras del
eje papilar, pero ha aumentado en la base y region del
ganglio (flecha). No hay botones en el epitelio. lOOx.
Fig. 5.5-32.- El mismo animal, con la misma tecnica, nos
muestra identicas caracterfsticas. S: surco. G: conducto
glandular. l50x.
Fig. 5.5-33.- Detalle de las fibras AChE positivas que en
traa al epitelio a pesar de la falta de totones. Animal
i.Col-204. 300x.
Fig. 5.5-3^.- Corte transversal de uiia papila central, de
cuyo epitelio nan desaparecido ios botones gustativos.
Animal ACol-213 (a Ios 5 dfas de la doble inyeccidn de coj.
chicina). Inclusion: Epon. Coloracion: toluidina-borax.
150x.
Fig. 5.5-35.- Detalle del surco papilar del animal ante-
rior nostrando un botdn remanente que ha perdido la cap-
sula (flechas). Inclusion: Epon. Coloracion: toluidina -
borax. C: ccnectivo. 35Ox
Fig. 5.5-36.- Otro aspecto del surco circunvalar del
ual ACol-iil3, con un boton sin Ccipsula que esta perdien
do sus celulas hacia el exterior (flechas). 35Ox.
Pig 5.5-38.- Aspecto del epitelio
gustativo del animal anterior, mos-
traiido remanentes de botones gusta-
tivos. 600x.
Fig. 5.5-37.- Animal A
Col-213. Inclusion: Epdn
Coloracion: xoluidina-
bdrax. En el epitelio no
hay botones, pero en el
conectivo, el plexo ner
vioso no presenta dege-
neracion. lOOx.
Fig. 5.5-39.- Otro animal sacrificado 5 dias despues de
la segunda inyeccidn de colchicina (ACol-239). Inclusion:
Epon. Coloracidn: toluidina-bdrax. Tambien han desapareci.
6.0 los iDotones despues del tratamiento. lOOx.
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Fig. 5.5-^0.- -A mayor aumento, se ve claramente la ausen
cia de botones en el epitelio gustativo (Animal ACol-239)
C: conectivo. 200x.
Fig. 5.5-^1.- Epitelio gustativo con restos de botones, CJJ
no resultado del trataraiento con colchicina. Estos botones
son similares a los del animal normal de la primera sema-
na postnatal. Animal ACol-239. 3C0x.
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Fig, 5.5-^2.- Detalle de la figure anterior. 35Ox.
Fig. 5.5-4:3.- Fibras nerviosas intraepiteliales en un ani
liial cuyos botones gustativos han desaparecido despues de
una doble inyeccidn de colchicina. Animal ACol-239. Estas
filaras (FN) estan rodeadas por laminillas citoplasmaticas
(L) similares a las que presentan las celulas de Schwann.
30.000x.
Figs. 5• 5—^ t1* a ^6.- Tres aspectos de la papila circtmvalada del ani-
L.al ACol-210, sacrificado 5 dias despues de la segunda inyeccidn de
colchicina. Tincidn: AChE-azul de toluidina. La reaccion ha resulta
do ouy disminuida a nivel del plexo papilar. lOOx
Fig. 5.5-^7.- El surco de la papila anterior, mostrando
la entrada de fibras intactas en el epitelio. Se puede




-ig. 5.5-^8.- Corte transversal de la papila central. Ani
lual ACol-210. Tincidn: ATPasa. Se muestra una reaccion
nial para las fibras papilares, pero los botones son esca
sos (flechas). lOOx.
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Fig. 5.5-^9.- Otro aspecto de la papila mostrando las mis
L,as caracterxst icas. S: surcos. C: conectivo. Flechas: b^
tones gustativos. N: neuronas, lOOx. ~
Fig. 5.5-50.- Detalle de los fcotones (flechas) devilmente
tefiidos por la ATPasa. Animal ACol-210. F: fibras nervio-
sas sufageniales normales.
Fig. 5.5-51.- Animal ACol-238, sacrificado 5 dias despues
de la doble inyeccidn de colchicina. Corte transversal de
la papila. Se observa algun botdn en el epitelio, pero su
niiiaero ha disminufdo de manera notable. Inclusion: Epdn.
Coloracidn: toluidina-bdrax. lOOx.
Fig. 5.5-52.- Detalle del surco circunvalar del animal an
terior, inostrando la disminucidn del numero de botonea ~
aai como de su tamano y celulas constitutivas (flechas).
250x.
Fig. 5.5-53.- Fibra nerviosa (F) y neuronas (N) intactas a
pesar del trataniiento con colcliicina. Animal ACol.238. In-
clusions Epon. Coloracion: toluidina-bdrax. S: fondo del
surco circunvalar. 400x.
Fig. 5.5-5^»- Otro aspe'cto del conectivo subpapilar del ani
mal anterior mostrando que el componente nervioso es nor- ~~
mal. N: neuronas. S: fondo del surco papilar. 'tOOx.
-.J
Fig. 5.5-55.- Animal ACol-228, sacrificado 5 dias despues
de la doble inyeccidn de colchicina, Tincidn: ATPasa. La
p&pila, en corte oblicuo, muestra botones ATPasa positi-
vos. S: surcos. lOOx.
Fig. 5.5-56.- La misma papila del animal anterior, que
es normal en cuanto a las fibras que la inervan y a los
botones. Tincidn: ATPasa. l50x.
Fig. 5.5-57.- Tercio basal de la papila circmivalada del
animal ACol-228. Tincion: ATPasa. R: ramas nerviosas afe-
x~entes. G: ganglio. E: epitelio. S: surcos, 200x.
•fr —»-Tm *
Iflg. 5 • 5 — 5 &«— Ganglio papilar del mismo animal, tefiido
con la tecnica de ATPasa.La reaccion es mas intensa en
las celulas satelites que las neuronas. l.OOOx.
Fig. 5.5-59.- Animal ACol-228. Tincidn: AChE-azul de to-
luidina. La reaccion en el plexo es ligeramente inferior
a lo normal. lOOx.
<"ig. 5.5-60.- El ganglio papilar, tefiido con la tecnica
de AChE-azul de toluidina, muestra un aumento de la reac
cidn. Animal ACol-228. G: ganglio. N: rama nerviosa. C:
celulas cebadas. 400x.
Fig. 5.5-61.- Neuronas intensamente teiiidas por la reac-
cion de AChE. Animal ACol-228. iOO
vm- h*s,lf£££?**
Fig. 5.5-62.- Epitelio gustativo a los 15 dfas de la do-
ble inyeccidn de colchicina. Animal ACol-250. Inclusion:
Epdn. Color&cidn: toluidina-bdrax. 300x.
Fig. 5.5-63.- Animal ACol-250. Botones gustativos de iden
tico aspecto que los de los animales controles. Comparen
se con los de los animales anteriores. 500
Fig, 5.5-64.- Papila central desprovista de botones, de
un animal inyectado con colchicina local e intraperito-
nealmente (ACol-205). Tincion: AChE-azul de toluidina.
10 Ox.
Fig. 5.5-65.- Surco papilar del animal anterior. La reac-
cion es muy debil, y el epitelio estd limpio de botones.
Tincion: AChE-azul de toluidina. 300x.
Fig. 5.5-66.- Animal ACol-205. La reaccion es fuerte en
las fibras nerviosas, pero no hay toot ones. S: surcos. Flj;
chas: limites del epitelio. Tineion: ATPasa. lOOx.
Fig. 5.5-67.- Detalle del surco de la papila del animal
anterior. 150x.
Capitulo 6. DISCTJSIQN
6.1.- CARACTERISTICAS FUNDAHEXTALES DEL PROCESO DE DIFE-
RENCIACION DE LAS CELULAS GUSTATIVAS.
En el presehte trabajo se han estudiado las caracte-
risticas estructurales del proc.eso de diferenciacidn de la
papila circunvalada central de la rata y de los botones
gustativos en particular, observa'ndose que existe un para
lelismo entre el desarrollo del epitelio lateral de la pji
pila y de las paredes del surco (epitelio gustativo) y la
diferenciacidn de los botones gustativos. El epitelio gus
tativo aparece profusamente inervado por fibras AChE pos^ i
tivas, mucho tiempo antes de que comience el proceso mor
foldgico de diferenciacidn de los botones.
El animal recien nacido presentd un plexo nervioso
papilar bien desarrollado aunque todavia no completaniente
sistematizado en su distribucidn. De todas formas, este
plexo aparecid circunscrito al epitelio especifico donde
se desarrollaran los botones gustativos. La intima rela-
cidn existente entre inervacidn y dif erenciacidn del epj^
telio es, por tanto, evidente.
De acuerdo a numerosos trabajos que comienzan en el
ano 1875 (Ranvier, 1875; Olmsted, 1920; Guth, 1957; Iwa-
yama, 1970), los botones gustativos de las papilas circun
valadas y fungiformes de la lengua, son estructuras neuro
dependientes, ya que desaparecen con la denervacidn y vuel
•*ven a diferenciarse si el epitelio es reinervado con el
nervio correspondiente o bien con otros nervios portadores
de componentes sensitivos. Por el contrario, la reinerva
ei<5n de la papila con un nervio motor (hipogloso) no in-
duce la formacidn de nuevos botones por lo que, en defi-
nitiva, estas estructuras son "neuro-sensitivo dependien
tes" (Guth, 1958). El mecanismo mediante el cual los botjo
nes gustativos se diferencian, no ha sido aun dilucidado.
La diferenciacidn de los botones se deberfa a una especia
lizacidn del extremo distal de las fibras nerviosas mismas,
tal coino postulara Tuckerman en 1889, o bien, de acuerdo
a la mayoria de los trabajos posteriores, a una especiali
zacidn circunscrita de las celulas epiteliales de la super
ficie dorsal de la lengua.
De acuerdo a Graberg, 1898; Marchand, 1902; Hellman,
1922; de Lorenzo, 1958, las fibras nerviosas inducirian
procesos mitoticos en las celulas basales del epitelio gus
tativo y de estas divisiones celulares surgirian luego las
celulas fusiformes del interior de los botones.
La renovacidn de las celulas de los botones gustativos,
fue estudiada por Beidler y Smallinan, 1965, mediante el
bloqueo con colchicina de las divisiones mitdticas de las
celulas epiteliales que rodean a los botones. Se realizd
un analisis radioautografic>, con ayuda de timidina tri-
tiada, el cual mostrd que las celulas que rodean a los bo
tones gustativos (celulas capsulares) se dividen mitdticei
mente y que algunas de las celulas hijas penetran al botdn
donde van siendo lentame^te desplazadas hacia la region
central. De acvxerdo a estos autores, la vida media de las
celulas gustativas es de alrededor de 10 ditts. Estos tra
bajos, realizados en papilas de tipo fungiforme, sugieren
que las celulas pericorpusculares, que nosotros denoinina
tuos capsulares, incorporan la timidina en el momento de la
duplicacidn de su ADN. Despues de la divisidn, las celulas
hijas penetran de alguna forma al interior del botdn donde
serian posteriormente inervadas por una de las terminaci^
nes intraepiteliales. Estas celulas se diferenciarxan en-
tonces como celulas gustativas para degenerar finalinente
al cabo de unos 10 dxas . Mientras tanto, continuarxa exij;
tiendo una actividad mitotica a nivel de las celula.s caj}
sulares, a una velocidad de alrededor de una celula cada
hora, pero sol&inente una de cada dos celulas hijas penetra
rxa en el botdn cada 10 horas, Cuando una nueva celula pe:-
netra en el botdn gustativo, alguna fibra nerviosa fina
enviarxa una expansion terminal que harxa contacto con la
celula en la region basal del botdn. De acuerdo a Beidler
y Smallman, el envejecimiento celular se acompaila de un
desplazamiento de las celulas en direccidn al polo apical
por donde serian finalmente eliminadas. Durante este des-
plazamiento, las celulas gustativas harxan contacto con
nuevas fitiras nerviosas localizadas en regiones cada vez
mfciS superf iciales. Si tal fuera el caso, una fibra nervijo
sa que ocupara una posicidn basal, harxa contacto siempre
con celulas jdvenes, mientras que otras, las mas apicales,
contactarxan solamente con cdlulas envejecidas. De acuerdo
a esta interpretacidn de Beidler y Smallman (1965), existj.
rxa un flujo continuo de celulas desde la base del botdn
hacia el poro apical, pero las fibras nerviosas manten. '
drian una posicidn estable. Los mismps autpres consignanj
sin embargo, la posibilidad de que ambos componentes, c£
lulas gustativas y fibras nerviosas, se desplacen en con-
junto.
Es probable que un efecto toxico de la colchicina ha
ya alterado, en est.os experimentos, la dif erenciacidn de
los botones, ya que Beidler y Smallman observaron que la
respuesta a la estimulacidn qufmica de sus papilas colchi
cinizadas, disminuyd en un 50$, tan solo a las tres horas
de la inyeccidn, y esta caida fue registrada ele'ctricamente
Esta alteracidn fisioldgica no puede ser debida al efecto
antimitdtico de la droga. Se conoce que, solo en dosis t^ S
xicas, la colchicina actiia sobre la transmisidn sinaptica
y la conduccidn de los implulsos (Perisic y Cuenod, 1972).
Tanto la microscopfa dptica como la microscopia ele£
tronica, han demostrado que los botones gustativos estan
constituidos por dos o tres tipos celulares (de Lorenzo,
1958; Kimura, 1961; Rhodin, 1963; Tateda, 196^; Gray y Wat
kins, 1965; Murray y Murray, 1967; Murray y col., 1969; Pa
ran y col., 1975). En general, el microscopio electrdnico
ha revelado la existencia de dos tipos celuloxes que han
sido definidos como celulas gustativas y sustentaculares
en el conejo (Engstroai y Rytzner, 1956; Trujillo-Cenoz,
1957; de Lorenzo, 1958; Nemetschek-Gansler y Ferner, 196^),
mono (Murray y Murray, i960) y rata (Gray y Watkins, 1965;
Beidler y Smallman, 1965). De acuerdo a la mayoria de los
autores, las celulas gustativas presentarian un aspecto os
euro, mientras que las celulas sustentaculares estarfan
constituidas por un citoplasma acuoso, vesiculado y pobre
en organoi&es. Sin embargo, Rhodin (1963), demostrd que
ambos tipos celulares presentan microvellosidades en el
interior del poro gustativo apical y estan igualmente ine^
vadas, por lo que tanto las celulas claras conio las oscu-
ras podrfan ser consideradas celulas reeeptoras. El pro-
blenia no esta aun aclarado.
Murray y Murray (1967), describieron tres tipos de cj
lulas gustativas en la papila foliada del conejo. Las celu
las claras y oscuras resultan, en este caso, similares a
las observadas por otros autores, pero el tercer tipo de
celulas, que fueron denominadas intermedias, comparten las
caracteristicas de las otras dos. Recientemente, tres tipos
de celulas gustativas nan sido tambien descritos en distin
tas especies de Peces (Farbman y Yonkers, 1971; Grover-
Johnson y Farbman, 1976).
Con objeto de estudiar las interrelaciones entre los
distintos tipos de celulas gustativas y sus asociaciones
con las fibras nerviosas intracorpusculares, Iwayama (1970),
analizo los cambios en la poblacidn celular de los botones
gustativos y su inervacidn sensorial durante la degenera-
cidn y regeneracidn, Este autor refiere tambien la existen
cia de tres tipos celulares en los botones gustativos de la
papila del conejo y considera que las celulas del tipo os-
curo son las celulas gustativas y que las claras son celu-
las de sosten. Despues de la denervacidn de la papila, ob-
•feervd una desaparicidn gradual de los botones, la cual se
coiupleta el dia Ik posterior a la operacidn. Determind que
las celulas oscuras son los priiueros elementos en desapa
recer y las celulas claras, los ultimos. Esto hizo pensar
en la posibilidad de que las celulas oscuras o "receptoras"
sean las mas sensibles del sistema. Inversamente, la reine_r
vacidn de los botones produjo la aparicidn, en primer lu-
gar, de las celulas oscuras (alrededor de 40 dias despues
de la operacidn), mientras que las celulas claras fueron
visibles nueve dfas despues. Este hecho no fue convenien-
temente explicado.
En resumen, los datos bibliograficos comentados apo-
yan las siguientes conclusiones:
1) las cllulas de los botones son neuro-sensitivo de-
pendientes.
2) todas las celulas de los botones procederian de di-
visiones mitoticas de las celulas capsulares.
3) los botones contienen celulas oscuras, intermedias
y claras.
4) las celulas oscuras (y quiza tambien las intermedias
y claras) serian las celulas receptoras gustativas.
Las observaciones del material destinado al estudio
del desarrollo ontogenetico de los botones gustativos pr^
sentadas en el presente trabajo, permiten una reevaluacidn
del significado de los tres tipos de celulas corpuscultires.
1-) Los botones gustativos coinienzan a diferenciarse
durante la priinera semana de vida y en un primer momento
estan constitufdos exclusivamente por una agrupacidn cir
Rcunscrita de celulas, en su inayoria oscuras, cuyo eje ma-
yor es perpendicular a la superficie epitelial. En el rejs
to del epitelio las celulas estan agrupadas en forma de es
tratos paralelos a la superficie libre. Los botones primi
tivos no estan delimitados todavia por una capsula defi-
nida y las celulas que los constituyen solo pueden distin
guirse del resto de las celulas epiteliales, por su orien
tacidn. Estas celulas son de fo-rma alargada e irregular,
pero esta caraeteristica esta tanibien presente en las cj
lulas de los estratos superficiales del epitelio general.
Otro detalle de interes, en los botones primitivos, es la
virtual ausencia de figuras niitdtieas entre sus elementos
constitutivos. Las figuras mitdticas son relativatuente e^
casas tambien en el resto del epitelio gustativo. El ana
lisis de los botones de la priniera semana con inicroscopia
electrdnica reveld que sus celulas son similares a las c£
lulas epiteliales vecinas; se mantienen unidas por descio
somas y presentan abundantes tonofilamentos. En el espacio
intercelular se aprecian escasas fibras nerviosas de pequjj
no calibre.
Las observaciones realizadas en estas papilas inma-
duras de la priiaera semana, plantean una serie de interr^
gantes:
a) ^Existe alguna relacidn entre la actividad mitdti-
ca del epitelio y la aparicidn de los botones gustativos?.
Nuestras observaciones indican que la diferenciacidn de
los botones durante la primera semana no esta relacionada
con mitosis de celulas epiteliales, ya que no fue posible
""apreciar esta actividad a nivel de esas estructuras.
b) ^Existe alguna relacidn entre la penetracidn de las
fibras nerviosas en el epitelio y la diferenciacidn de
los botones gustativos?. Trabajos preliminares realiziidos
por otros autores parecen deniostrar la realidau de este
hecho (State y Bowden, 197M • Los resultados presentes
indican tambien que las fibras AChE positivas del plexo
papilar penetran al epitelio con anterioridad a la forma
cion de los botones.
c) iCual es el origen de las celulas oscuras que cons-
tituyen los botones inmaduros de la primera semana?. Es-
tas celulas podrian representar una diferenciacio*n de los
elementos epiteliales o bien, ana diferenciacidn de las
celulas de Sehwann que aconipanan a las fibras nerviosas
intraepiteliales. El conocimiento del origen de las celu
las gustativas es fundamental para comprender el mecanis-
mo de la neurodependencia de este sistema.
Ya nemos mencionado que la mayoria de los autores con
cuerda en afirmar que las celulas gustativas derivan de
las celulas epiteliales comunes del dorso de la lengua.
Sin embargo, nuestras observaciones sugieren lo contrario.
En las preparaciones obtenidas con anterioridad a la apa-
ricidn de los botones primitivos (papilas de animal recien
nacido), se observaron fibras nerviosas orientadas perpen
dicular u oblicuamente a la base del epitelio. Estas fi-
bras purecen penetrar al misino, acompanadas de sus celulas
de Sehwann. El analisis de las celulas de Sehwann revelo
que tienen aspecto fusiforme y citoplasma basdfilo. Estas
celulas presentan identica estructura que algunas de las
observadas en asociacidn con fibras nerviosas. Tal es el
caso ilustrado por las Figs..5.2-4a, b y e .
En las preparaciones de microscopia dptica, las pre
suntas celulas de Schwann intraepiteliales se distinguen
de las deinas celulas de este tejido, por su orientacidn
(perpendicular a la superficie) y su intensa basofilia.
Por otra parte, el analisis comparativo, con microscopia
electrdnica, de las celulas de Schwann subepiteliales e
intraepiteliales, reveld que ambas poseen una estructura
similar; presentan un citoplasma rico en filamentos, bojr
de irregular y prolongaciones citoplasmaticas (mesoaxones)
de volumen variable, que envuelven a las fibras nerviosas
preterminales. En preparaciones de microscopia electroni-
ca resulta dificil distinguir las celulas de Schwann que
yacen inmediatamente por debajo del epitelio, del resto
de las celulas epiteliales ya que ambas tienen un cito-
plasma denso, rico en filamentos, nucleos irregulares y
prolongaciones citoplasmaticas pequefias. Con mayor razori,
resulta imposible distinguir una celula de Schwann de las
celulas oscuras que constituyen a los botones primitivos.
Ambas celulas, adeems de presentar identicas caracterist^
cas citoplasmaticas, emiten mesoaxones que rodean a las
fibras nerviosas amielinicas.
El unico elemento distintivo parece ser la reactivi-
dad de los dos tipos celulares a la reaccidn de ATPasa.
Las celulas epiteliales son negativas mientras que las ce
lulas de Schwann son siempre ATPasa positivas. Un hecho
""aparentemente opuesto al posible origen glial de las ce-
lulas de los botones primitivos es que e"stas se tinen ne-
gativamente con esta tecnica.
El analisis de los botones gustativos de la segunda
semana aportd elementos de juicio en apoyo de un origen
glial de las celulus gustativas.
2-) Hemos demostrado que los botones gustativos de la
papila circunvalada central de la rata maduran durante la
segunda semana de vida postnatal. Los cambios fundamenta-
les observados durante esta semana consisten en:
a) un auruento del nunero y extension de las fibras nej~
viosas intracorpusculares.
b) aparicidn de una actividad ATPasica circunscrita ex
clusivamente a los botones gustativos.
c) un aumento numerico de las celulas intraeorpusculja
res intermedias y Claras.
d) aparicidn de una ca"psula bien definida.
Las coloraciones para AChE revelaron abundantes fibras
y terminaciones en el interior de los botones gustativos
de la segunda semana. En algunos casos, estas fibras ascien
den hasta la proximidad del poro apical, pero la mayoria
de las expansiones correspondientes a las t eriainaciones,
se mantienen en el interior de la mitad basal. El sistema
de inervacidn intracorpuscular AChE positivo aparecia muy
poco desarrollado en el animal de primera semana. Esto no
indica que durante la primera semana no existan fibras in
traepiteliales AChE negc-tivas ya que nuestras observaciones
con microscopia electrdnica permitieron detectar estructu
ras de este tipo. Poi~ otra parte, Paran y Matt era (1975),
mostraron que la reaccidn de AChE a nivel de microscopia
electrdnica en la papila circunvalada central de la rata,
da resultados positivos en algunas fibras intercorpuscula
res iuientras que otras se mantienen sin tefiir.
Uno de los cambios mas notables observados en lu p^pi
la de segunda semana, es la aparicidn de actividad ATPasi-
ca a nivel de las celulas gustativas. El analisis de estos
botones tenidos positivamente, mostrd que las celulas caj)
sulares dan una reaccidn negativa o debilniente positiva;
el resto del epitelio resultd absolutamente negative Es
probable que esta escasa tincidn de las celulas capsulares,
cuando aparece, sea debida a una difusidn del producto de
reaccidn. La falta de reactividad a la ATPasa en los boto-
nes de primera semana podria ser explicada de la siguien-
te manera: las fibras nerviosas ingresarian al epitelio
desprovistas de sus.envolturas gliales. Estas fibras intra
epiteliales podrian dar lugar a un reordenamiento locali-
zado de las celulas epiteliales originandose una capsula
mas o menos definida que demarca asi el sitio en que, po^
teriormente, se desarrollaran las celulas gustativas. Mas
adelante, las celulas de Schwann subepiteliales podrian in
gresar a esta capsula siguiendo los tractos nerviosos para
diferenciarse inmediatamente coino celulas gustativas. Con
la tecnica utilizada no fue posible determinar cual o cua-
les de los tres tipos celulares intracorpusculares da reac
cidn positiva. Es ldgico suponer, sin embargo, que la ac-
tividad ATPasica asiente en los tres tipos celulares obsei
vados en los especimenes de la segunda semana. Existe una
buena cantidad de celulas oscuras subcapsulares, si estas
dieran reaccidn negativa, esta reaccidn serxa fa'cilmente
detectable. Por otra parte, luS celulas intermedias y cla
ras son lo suficientemente voluminosas como para ser iden
tificadas aun en ausencia de reaccidn.
Todos los tipos celulares de los botones son mas abun
dantes en la segunda seniana que en la primera, pero las
celulas oscuras son las mas nunierosas. La proporcidn de
Claras e intermedias es ligeramente favorable a las segun
das. En los botones de segunda semana, por lo tanto, no s_o
lo maduran las celulas que habian ya ingresado al proceso
de diferenciacidn, sino que continua la entrada de celulas
al sisteina.
El analisis con microscopia electronica de estos botjj
pes, reveld la aparicidn de una polarizacidn morfoldgica
a nivel de las celulas claras e intermedias, localizandose
todo el aparato de sintesis proteica en el citoplasiiia ap^ i
cal. En relacidn con este complejo, aparecen, ademas, va-
cuolas grandes con un contenido denso que se acumula en el
citoplasma cercano a las microvellosidades apicales. La djl
ferencia ultraestructural fundamental entre celulas inter
medias y claras de la segunda semana, consiste en la exls
tencia de un mayor niimero de componentes del reticulo en
doplasmico en las celulas intermedias y de un mayor nuiae-
ro de vesiculas apicales en las claras.
Los resultados obtenidos de la observacidn de los bo
tones gustativos de la segunda semana, plantean tambien
una serie de interrogantes:
a) iQue significa la presencitt de celulas intermedias
y claras en los botones gustativos de la segunda semana?.
Indudableinente esas celulas representan estadios avanzados
del proceso de diferenciacidn iniciado durante la priirera
semana. Ambos tipos de celulas presentan contactos con fi.
bras nerviosas. En estos contactos, aparecen acumulos de
vesiculas en la porcidn celular o presinaptica y tanfoien
en las terminaciones postsinapticas intracorpusculares.
Ambos tipos de celulas presentan tambie'n un contorno niuy
irregular y terminan en el polo apical en un sisterua de mi
crovellosidades que son, al parecer, identicas entre si.
A nivel "basal, ambas celulas tienen prolongaciones globu-
losas en contacto con terminaciones nerviosas o bien, en
contacto directo con la lamina basal del epitelio. Existe,
ademas, una transicidn gradual entre celulas intermedias
y claras. Estos hallazgos morfoldgicos permiten afirmar
que las celulas Claras e intermedias representan diferen
tes estadios evolutivos de un mismo tipo celular.
b) ^Que representan las celulas oscuras en los botones
gustativos de la segunda semana?. Si bien en la mayorfa de
los trabajos consignados anteriormente las celulas oscuras
serian los receptores gustativos, nuestras observaciones in
dican lo contrario. Estas celulas se encuentran en contac
to directo con las fibras nerviosas intracorpusculares, pe
ro estos contactos no son especializados, La relacidn. en-
tre celulas oscuras y fibras nerviosas es identica a la
que presentan las fibras nerviosas y las celulas de Schwann
en cualquier nervio periferico (Geren y Schmitt, 1955;
Schmitt, 1958).
Las celulus oscuras tienen prolongaciones citoplasma
ticas lamelares que rodean a las fibras nerviosas, no in
terponienclose entre ambas estructuras, membrana basal al-
guna. Por otra parte, algunas celulas oscuras presentan
una prolongacidn citoplasniatica que sale del botdn a tra
ves del poro basal para quedar -en contacto con los haces
nerviosos subepiteliales. Estas prolongaciones que salen
de esta forma del botdn, quedan recubiertas por una lami-
na basal similar a la que rodea a las celulas de Schvuiin
vecinas. Estac. observaciones sugiaren que las celulas gus
tativas pueden tener un origen glial. Las celulas oscuras
podrian representar celulas de Schwann que en el transcur
so de la segunda semana se van diferenciando en celulas
intermedias y Claras. La pr-isencia de celulas oscuras en
los botones ya diferenciados y quiza fisioldgicaniente ac
tivos, representarxa, por una parte, un componente arqujl
tectdnico con funciones de sosten para el resto de las ce
lulas y para las fibras nerviosas intracorpusculares (son
bien conocidas las funciones arquitectdnicas de las cilu-
las gliales en general) (De Robertis y Gerschenfeld, 196l),
y • al laismo tiempo cuiaplirian funciones de reserva, ya que
podrian diferenciarse en los otros tipos celulares y pos^
bilitar asi el recambio fisioldgico.
39) La diferenciacidn de los botones gust&tivos en la
papila circunvalada central de la rata, continua durante
la tereera semana:
a) el numero de celulas de cada botdn auiaenta con res
pecto al de segunda semana.
b) los porcentajes relativos de los tres tipos celula-
res sufre inodificaciones importantes con respecto al ani-
mal de segunda serana,
c) la estructura y ultraestructura de las celulas inter
meclias y claras cambia considerableruente.
d) la actividad ATPa'sica de los botones y la cantidacl
de fibras intracorpusculares no se modifica con respecto
al animal de segunda semana.
El cambio mas significativo registrado en los botones
de tercera semana, es un incremento notable en el nuniero
de celulas intermedias. La figura 5.2- 1 , muestra un incre
mento aproximadaiaente lineal de estas celulas y tambien un
aumento de las celulas oscuras durante la tercera semana.
Estos detalles parecen fundamentales para interpretar la
diferenciacidn de los botones gustativos.
Otro cambio importante obsei~vado durante la tercera
semana afecta a las celulas claras e intermedias. Estas se
distinguen de sus homdlogas de la segunda semana, pox1 pre
sentar un contorno mucho mas regular. Las celulas interme
dias muestran, ademas, una gran proliferacidn del reticu-
lo endopl^smico liso y las celulas claras un notable incre
mento de sus poblaciones vesiculares. Estas vesfculas son
de origen heterogeneo. Algunas parecen proceaer de porci_o
nes dilatadas del aparato de Golgi, otras representarian
elementos tambien dilatados del retfculo endoplasniico,
otras, que se acumxilan en el poro apical, tienen aspecto
lisosdmico.
Nuevamente se desprenden de estas observaciones algu
nos interrogantes:
a) ^Cual es el significado de las variaciones mmeri-
cas de las celulas intermedias y de las eelulas oscuras?.
El incremento lineal del numero de celulas intermedias que
se produce durante las tres primeras semanas, indica que
estas celulas representan la etapa final de la diferencia
cion. Esto es apoyado, ad en? as , por el hecho de que las c£
lulas intermedias son las que tienen mayor cantidac y va-
riedad de organoides y un nucleo constitufdo fundamental-
mente por cromatina laxa, con uno o mas nucleolos promi-
nent es .
Las celulas Claras presentan en su interior evidencias
de procesos degenerativos representados por la vacuoliza-
cidn de diversos organoides, tumefaccidn de mitocondrias
y un incremento del contenido lisosdniico. Las celulas clji
ras representarian, por lo tanto, celulas envejecidas. Si
consideramos que la vida media de las celulas gustativas
es de alrededor de 10 dias (BeifUer y Smallman, 1965), es
razonable suponer que las celulas claras de los botones
de tereera semana representan las primeras celulas enveje
cidas o degenerativas que aparecen en los botones de la pa
pila circunvalada central de la rata. Las celulas claras
de la segunda semana no presentan aun detalles ultraestru^
turales que puedan ser interpretados como parte de un pro
ceso degenerativo, esas mismas celulas serian las que es-
tan prdximas a desaparecer durante la tercera semana.
El inicio de un recaabio celular representa, eviden-
temente, un elemento mas en la maduracion del sistema y
el establecimiento de un equilibrio entre procesos dife-
renciadores y procesos involutivos.
b) iQue significan los cambios cuantitativos posterio-
res a la tercera semana?. Si bien hemos observado que au-
rante la tercera semana se realiza un proceso de maduracidn
de los botones gustativos, estos difieren considerablenien
te de los observados en el animal adulto. Despues de la
tercera semana, los botones presentan mayor cantidad de c£
lulas oscuras, una gran diSDiinucioc del niimero de celulas
intermedias y una ligera disminucidn de la poblacidn total.
Esta ultima diferencia no es significativa. Estos datos in
dican que durante la tercera semana no se ha alcanzado aun
el equilibrio de recambio celular. La disminucion en el nu
mero de celulas intermedias en el animal adulto, sugiere
la existencia de factores reguladores de esta etapa de la
diferenciacion, los cuales no estar*xan presentes, por lo
menos bajo un punto de vista fisiologico, en el animal de
tercera semana. Estos hipoteticos factores actuarian en
equilibrio con los factores de origen neural.
El analisis evolutivo de los botones gustativos de la
papila circunvalada central en las prinieras semanas de vi
da postnatal de la rata, ban permitido poner en duda la h_i
pdtesis sobre el origen epitelial de las celulas gustati-
vas y ha resultado util para precisar, no solo las carac
terfsticas, sino tambien el sentido del proceso de diferen
ciacidn de las celulas gustativas. Esto es ilustrado por
fia. figura 6.1-1 y constituye un aporte original al conoci
miento de este proceso.

Fig. 6.1-2,
Fig. 6.1-1.- Diferenciacion, maduracion y recambio celu-
lar en los botones gustativos. Una celula de probable ori^
gen glial (l), entra en el sistema de diferenciacion (e).
Esta celula se diferencia en una celula oscura (2), la
cual madura a celula intermedia (3), que luego degenera
para trans forniarse en una celula clara (4) y, finalmente,
sale del sistema (s). Todas las celulas estan en contac-
to con fibras nerviosas que en el esquema aparecen pinta
das de negro.
Fig. 6.1-2.- Representacidn esquematica del epitelio gus
tativo y del probable mecanismo de formacion de los
nes a partir de las celulas de Schwann que acompaiian a
las fibras nerviosas (l, 2, 3 y 4).
6.2.- CARACTERISTICAS DE LA REGEXERACION DE LOS BOIOXES
GUSTATIVOS.
En nuestros experimentos sobre regeneracidn papilar
se ha ideado un nuevo metodo de-abordaje para el estudio
de la diferenciacidn de los botones gustativos en la papi
la circunvalada central de la rata adulta,
Los experimentos realiz&dos hasta ahora han revelado
que los botones gustativos de esta formacidn, son trdfica
mente dependientes de ambos nervios glosofarfngeos (Sand-
meyer, 1895; Meyer, 1897) y que las fibras nerviosas pre-
terminales gustativas de estos nervios, se superponen a n^
vel de la papila central (Vastarini-Cresi, 1915). Al lesict
nar estos nervios, los botones desaparecen por completo en
un plazo no mayor de 15 dias. Los experimentos de Donegani
y Fildgamo (l97l), han demostrado, por otra parte, que la
inyeccidn de colchicina en el nervio glosofaringeo, produ
ce un efecto identico al de la denervacidn. Se conoce por
lo tanto que: a) los botones gustativos son neurodependien
tes, b) pueden rediferenciarse cuando se reinerva el epitjj
lio gustativo y c) aparentemente, la diferenciacidn de los
botones gustativos es inducida y mantenida por algun fac-
tor transportado distalmente por el axoplasma de las fibras
sensitivas. Esto ultiino no ha sido, sin embargo, suficien-
teruente demostrado,
Nuestros experimentos sobre regeneracidn papilar co-
rroboran estas conclusiones y muestran, ademas, que la pa-
pila completa puede regenerar despues de su extirpacidn
total. Los detalles estructurales del proceso de diferen
ciacidn de la papila neoformada han sido descritos por
Fernandez (1977). Nos ocuparemos solamente de todos aqu_e
llos aspectos relacionados con la diferenciacidn de los
nuevos botones gustativos.
Nuestras observaciones han demostrado que la papila
es capaz de regenerarse muy rapidamente, ya que aparece
coino una estructura bien diferenciada en los animales s£i
crificados tan solo 5 d 6 dfas despue's de la depapilacidn.
La dilerenciacidn de los botones en el epitelio gustativo
es, en cambio, un proceso que requiere intervalos de tiem
po m&s prolongados. En un experimento de 6 dias se obse^
varon botones inmaduros similares a los del animal normal
de 3 d h. dias de edad, pero botones gustativos tfpicos y
abundantes, aparecieron recien en las papilas neoformadas
de los dias 13 y 16 posteriores a la operacidn. De los 9
animales utilizados en los experimentos, solo en dos casos
pudo constatarse que la depapilacidn no fue total y se man
tuvieron parcial o totalmente intactos los componentes del
ganglio papilar.
Las papilas neoformadas presentaron en su mayoria un
aspecto asimetrico, constatandose que fue igualmente asi-
metrica la reinervacidn del epitelio gustativo. Se compro
bd la existencia de una relacidn dxrecta entre el numero
de botones gustativos y el numero de fibras AChE positi-
vas que inerva el epitelio. La mayor parte de los botones
aparecieron en las zonas profusameiit e inervadas.
Al igual que en los animales recien nacidos, se ob-
servo que las papilas obtenidas 5 6 6 dias despues de la
lesion, se encuentran reinervadas pero no contienen bot£
nes tfpicos. Los botones aparecen en la papila regenerada
de seis dfas, son ATPasa negativos y carecen de poro ap^
cal. La actividad ATPasica y el. poro apical aparecen mas
tartifamente. Nuevair,ente, en este caso, la coloracidn pa-
ra ATPasa resultd un indicador efectivo para el analisis
de la diferenciacidn de las celulas gustativas.
La diferenciacidn de los botones gustativos en las
papilas neof ormadas, sigue un modelo similar al del desji
rrollo postnatal de estas estructuras. En los animales d^e
papilados de tres dfas no fueron observados botones gusta
tivos. Normalmente, la aparicidn de los primeros botones
priniitivos lleva aproximadamente tres dfas desde el momen
to del nacimiento. En el animal de seis dfas se observaron
ya botones inmaduros comparables a los del animal intacto
de primera seiaana. La aparicidn de Tootones gustativos in-
maduros en las papilas neoformadas reqviiere, por lo tanto,
un tiempo aproximado de 3 dfas desde el momento en que se
va completando el cierre de la herida operatoria y se van
reestructurando los surcos y la inervacidn de los mismos.
Es interesante mencionar, finalmente, que la neofor
macidn de los botones no se acompana de niimeros significa
tivos de figuras mitdticas a nivel del epitelio gustativo.
Esta observacidn no apoya, por consiguiente, la posibiljL
dad de que los botones gustativos sean el producto de di-
visiones mitdticas de las celulas del epitelio de cubier-
ta lingual (Graberg, 1898; de Lorenzo, 1958; Beidler y
Smallman, 1965). De acuerdo a esta teoria, una o ambas c£
lulas hijas entrarxan en el proceso de diferenciacidn ba
jo el couiando da las fibras nerviosas sensitivas. Si tal
fuera el caso, un proceso que lleve a la rediferenciacidn
simultanea de nuevos botones gustativos, coiuo el que nos
muestran los experimentos de regeneracidn, seria logico
observar un incremento en la actividad mitdtica del epi-
telio, pero este no fue detectado.
Estas observaciones han demostrado que la regenera-
cion de los botones gustativos secundaria a la depapila-
cidn, se realiza por medio de un mecanismo identico al de
los animales de las primeras semanas de vida postnatal. El
tiempo necesario para que esta dii"erenciacidn se realice,
parece ser tainbien similar. Muestra, ademas, que la dif^
renciacidn de los botones gustativos requiere, por una par
te, un sisteina de inervacidn y, por otra, un epitelio es
pecifico representado por la desembocadura de los conduc
tos glandulares serosos. Esto ha sido postulado reciente-
nente por Fernandez (1977). El mimero de botones gustat^
vos regenerados en este epitelio, sera proporcional al nu
niero de fibras neoformadas que lo inervan.
6.3.- CARACTERISTICAS PS LA DIFERSNCIACION DE LOS BOTO-
NES GUSTATIVOS EN PAPILAS INJERTADAS.
Una vez analizado el proceso de regeneracidn papilar
consecutivo a la depapilacidn quirurgica, hemos estudiado,
niediante los experiinentos de autoinjerto de la papila en
la superficie dorso lateral de la lengua, I9) las caractjj
rxsticas de la regeneracidn de la papila en el sitio pri
raitivo de implantacidn y 2-) la evolucidn de los toot ones
gustativos en la papila injertada.
De acuerdo a lo descrito en material y metodos, las
papilas extirpadas permanecieron conectadas siempre a la
superficie lingual mediante un pedxculo dorsal ainplio. En
todos los casos se realizo una incision suficientemente
profunda como para permitir que los vasos sanguineos, par
te de las glandulas serosas asociadas y parte de las fibras
papilares de los nervios glosofarfngeos permanecieran in-
cluidas en el interior del injerto. Con esto, hemos tra-
tado de inantener, dentro de lo posilsle, todas las condici^
nes necesarias para la supervivencia de estas papilas.
Las ofoservaciones demostraron que las papilas injer-
tadas se desdiferencian estructuralmente pero mantienen,
por lo menos, algunos botones gustativos intactos, aiin en
las preparaciones obtenidas kO dias despues de la operacidn,
En los sitios en que estas papilas fueron extirpadas, hemos
observado, por otra parte, la aparicidn de papilas neo-
formadas, en su mayoria asimetricas, similares a las que
hemos comentado en la seccidn 6.2, pero con un numero de
botones gustativos sensiblemente menor.
El hecho de que tanto los injertos como las papilas
neoformadas contengan botones gustativos, demuestra que
amt»as estructuras se encuentran inervadas por fibras sen
sitivas. Las fibras que inervan el injerto son aquellas
que fueron trasladadas con el misino, y las que lograron
sobrevivir a la manipulacidn quinirgica, a su nueva locji
lizacidn y a los procesos inflamatorios y cicatriciales
consecutivos. Demuestra tambien, que otra parte de las
libras nerviosas fue lesionada en el momento de la extij-
pacidn y reinervd posteriormente a las papilas regenera-
das. Ambas papilas estan inervadas, por lo tanto, por un
numero de fibras nerviosas inferior a lo normal.
Hemos visto que las papilas regeneradas de los expj;
rimentos de autoinjerto presentaron botones gustativos
menos numerosos que los observados en los experimentos de
regeneracion. Mas aim, en una de las papilas regeneradas
de l*i dias no fue posible distinguir botones gustativos
neoformados. Casos como este no fiteron detectados en los
experimentos de regeneracion, en los cuales todo el mat^
rial obtenido con mas de 6 dias de. intervalo despiies de la
extirpacidn, presentd abundantes botones.
En los experimentos de regeneracidn vimos que la re-
inervacidn de los surcos era, frecuentemente, asimetrica
y que existfa un paralelismo entre el numero de fibras
nerviosas subepiteliales y el numero de botones gustativos
del epitelio. En los experimentos que ahora coinentacios,
se corrobora esta conclusion. La escasez de botones gus-
tativos en las papilas regeneradas de los experimentos
de autoinjerto, se debe a la disminucidn del nuniero de II
bras nerviosas disponibles para su reinervacidn. La rami-
ficacidn de las fibras remanentes a nivel del plexo sub-
epitelial, no ha logrado compensar la disminucidn del nu-
mero total de fibras primarias del sistema. Este hecho £a
rece estar relacionado con las caracteristicas intrinsecas
de la funcidn trofica del nervio glosofaringeo. Sugiere
que sus fibras trans portan cantidades niinimas de los co-
rrespondientes factores trdficos o diferenciadores. Desde
el momento en que los factores trdficos proceden directa
o indirectainente del cuerpo neuronal (Gutmann, 196^; Guth,
1969; Lentz, 1971, 1972; Albuquerque y col., 1972), una
mayor ramificacidn de las fibras preterrainales no puede
compensar la disminucidn en el numero de fibras primarias.
Este hecho no afecta, sin embargo, la neoformacidn de la
papila ni el desarrollo del epitelio gustativo correspon
diente.
Los experimentos realizados por otros autores median
te seccidn o colchicinizacidn (iwayama y Nada, 1969; Done
gani y Fildgamo, 1971; Vij y col., 1972), nan demostrado
claramente que los Dotones gustativos no son capaces de
sobrevivir mas alia de los 1^ dias« Nuestros injertos ob-
servados con intervalos comprendidos entre Ik y hO dfas,
presentaron en su mayor parte, botones, si bien escasos y
pequenos, constitufdos por celulas de estructura mas o me
nos normal. Esto dertmestra que han sido trasladadas junto
al injerto algunas fibras intactas de los nervios glosofa
rxngeos. El mantenimiento de estos botones demuestra que
se mantiene intacto tambien su sistema de inervacidn.
Uno de los animales sacrifieados Ik dias despues de
la operacidn, presento una ausencia de botones en el ep_i
telio del injerto; el misino animal mostrd una papila r-eg^
ner&da tacibien carente de botones. Este caso aislado nos
sugiere que la lesion operatoria ha destruido el sistema
de inervacidn, por lo menos en la medida necesaria para
que la rediferenciacidn de las estructuras gustativas no
pueda ya acontecer en la papila regenerada ni mantenerse
a nivel del injerto. Apoya tambien el concepto de una in-
dependencia entre la-regeneracidn papilar y los factores
trdficos del.nervio glosofaringeo.
La observacidn de botones gustativos intactos en los
injertos de hO dias resulta particularmente interesante.
Indica que el proceso basico de diferenciacidn ha continu
ado durante todo este tiempo, ya que la poblacidn celular
en cada uno de los botones gustativos rercanentes ha debjL
do renovarse entre 3 y k veces.
Las secciones de todos los injertos, incluyendo al de
kO dias, mostraron que las gl£ndulas de von Ebner trasplan
tadas, sufren cambios histoldgicos importantes tales como
atrofia de los acinos y disminucidn de la altura del epi-
telio de los conductos glandulares. Esto sugiere la pre-
sencia de alteraciones funcionales en el ciclo secretor
de estas glandulas, lo cual puede estar relacionado con
ia desdiferenciacidn del surco papilar. Estas alteracio-
nes no han impedido, sin embargo, la continuacidn del pro
ceso de diferenciacidn a nivel de los botones.
El analisis comparative) de los botones que se mantijj
nen en los injertos y los botones regenerados de la papi-
la neoformada mostro que: a) los botones del injerto con-
tienen muy escasas celulas especialmente de las del tipo
oscuro y b) los botones regenerados de la papila neofornia
da presentan una proporcidn normal de celulas oscuras, in
termedias y claras. De acuerdo a las observaciones coiuen-
tadas en las secciones 6.1 y 6.2, las celulas oscuras re-
presentan la iniciacidn del proceso de diferenciacidn que
veniinos estudiando. Una disminucidn en el numero de celu-
las oscuras (celulas troncales) lleva necesariamente a una
disminucidn en el numero de celulas intermedias y claras,
dando lugar a botones mas pequenos, con una poblacidn ce-
lular inferior a lo normal. Es probable que la posicidn
andmala que estas papilas nan pasado a ocupar sobre la su
perficie de la lengua, juegue algun papel en estas altera
ciones de la primera etapa del proceso de diferenciacidn.
Es necesario mencionar, finalmente, que el injerto de
6b dias carecid totalmente de botones gustativos. Un solo
caso negativo es insuficiente, sin embargo, para estable-
cer conclusiones. Este injerto, al igual que el de 14 dias
que comentaramos anteriormente, puede haber incluido fibras
gustativas demasiado escasas para mantener la estructura
de los botones gustativos.
El analisis de los injertos pediculados de la papila
ha corapletado los hallazgos comentatios en la seccidn precjj
dente y ha demostrado que: le) que la papila circunvalada
de la rata puede ser transplantada sin que ocurra una degj?
neracidn completa de los botones gustativos siempre que
esta mantenga un sistema de inervacidn suficiente, 2-) a
pesar de que los botones gustativos de la papila injerta-
da se encuentran expuestos a un- medio distinto del normal,
estos se mantienen estructuralmente intactos durante lar-
gos periodos de tiempo y 39) la regeneracidn papilar no re
sultd afectada por la presencia de una papila injertada,
pero , y secundariamente a una distribucidn de las fibras
nerviosas entre dos papilas, el numero de botones disminu
ye en ambas. En cuanto a la disminucidn en el niimero de las
celulas constitutivas de los botones en las papilas injer
tadas, esta alteracidn estaria relacionada con una dismi^
nucion en el numero de celulas oscuras disponibles. Es p^ i
sible que el efecto diferenciador del nervio sobre las c£
lulas gustativas se realice exclusivamente sobre esta pri^
mera etapa del proceso. Los experimentos que comentaremos
a continuacidn, nan permitido obtener mas informacidn con
respecto a esta hipotesis.
6.k.~ CARACTERISTICAS DE LA IXHIBICION DE LA DIFEREX-
CIACION DE LOS BQTONES GUSTATIVOS.
Se ha clemostrado que los fa"rmacos antimitdticos pro&u
cen, ademas de una inhibicidn del proceso de division c'elu
lar, un bloqueo parcial del transporte axopla"smico, desdife
renciacidn o degeneracidn de las estructuras neurodependien
tes correspondientes y un bloqueo total de la eliminacidn
de productos secretorios celulares.
El efecto antimitdtico de la colchicina, vinblastina,
vincristina y citochalasina ha sido estudiado en detalle
por numerosos autores ( Malawista, .1965 ; Johnson y col.,
I960; Palmer y col., I960; Cutts, 196I;, George y col,,
1965; Krishan y col., 1971).
Estos farmacos se acoplan selectivamente al aparato mi
tdtico, en particular a los microtubulos de esta estructu-
ra (Borisy y Taylor, 1967)., deteniendo la mitosis en esta-
dio de metafase. En algunas celulas, los antimitdticos puj?
den inducir la formacidn de varios nucleos (celulas multinu
cleadas) e inhibicidn de la citocinesis (Krishan, 1971).
Se ha demostrado que la colchicina y vinblastina inhi-
ben las fases rapida y lenta del transporte axoplasmico
(Sjbstrand y col., 1970; Fernandez y col., 1970). Estos far
macos se acoplan de forma reversible a los microtubulos neu
ronales (Borisy y Taylor, 1967; Malawista y col., 1968), pro
duciendo su depolimerizacidn (Visniewsky y col., 1968; Banks
y col., 1971) o bien su desactivacidn (Fernandez y col.,
1970; Rodriguez-Echandia y col., 1973). La colchicina in-
yectada en nervio periferico en concentracidn 10 mil, pro-
duce la detencidn del transporte de organoides citoplasKa
ticos y factores trdficos musculares (Albuquerque y col.,
1972; Rodriguez-Echandia y col., 1973; Fernandez, 1973).
En estas concentraciones, la colchicina no t>loquea el
transporte de agua y de materiales necesarios para el man
tenimiento estructural y funcional del segmento de nervio
distal al sitio de la inyeccidn (Fernandez y col., 1970;
Rodriguez-Echandia y col., 1973), por lo que no produce
efectos degenerativos . Utilizando altas concentraciones
de vinblastina o colchicina se ha podido observar degene-
raeidn de las fibras nerviosas y consecuentemente trastor
nos trdficos en las estructuras inervadas.
Es conocido que la seccidn de un nervio o bien la in
yeccidn de farmacos antiinitdticos, da origen a fendmenos
degerativos en las estructuras inervadas cuando estas son
neurodependientes. Estos fendmenos aparecen tanto mas tar
diamente cuanto mayor sea la longitud del segmento de ne^ r
vio distal al sitio de la lesion o de la inyeccion (Luco
y Eyzaguirre, 1955). Esto indica que las sustancias trd-
ficas acumuladas en este segmento de nervio, continuan mi
grando distaltnente hacia la estructura inervada con lo cual
el trofismo de la misma, se mantiene hasta que se agote ejs
te material o bien sobrevengan fendmenos degenerativos pre
coces en la fibra nerviosa afectada (Dahlstrom, 1967; Ka-
peller y Mayor, 1967; Banks y col., 1969).
El bloqueo de los efectos trdficos neurales produci-
do por los alcaloides antimitdticos, esta directamente re
lacionado con la capacidad de estas drogas para bloquear
la liberacidn de productos secretorios en una variedau de
tipos celulares tales como celulas exocrinas (Lacy y col.,
1968) , celulas de la medula adrenal y terininaciones ner-
viosas adrenergicas (Keen y Livingston, 1970; Poisner y
Berstein, 1971), teriuinaciones neuroendocrinas (Boudier
y col., 1971; Norstron y col., 1971;Rodriguez-Echandia y
col., 197^, 1977) y otras.
La inyeccidn de colchicina en el nervio glosofarin-
geo del conejo (Donegani y Fildgamo, 197l) produce una de£
diferenciacidn de los botones gustativos de la papila cir
cunvalada central, en la porcidn correspondiente a la zo-
na de influencia del nervio inyectado. Este efecto fue atri
buido a la interrupcidn del transporte axoplasmico de los
factores trdficos o diferenciadores que inducen la fornia-
cidn y el mantenimiento de los botones. Sin embargo, no
fueron analizados en este trabajo los posibles efectos tjo
xicos de la inyeccion de colchicina, ni fue posible dete£
tar alteraciones a nivel de las fibras del plexo papilar
ya que las preparaciones fueron examinadas principalmente
con inicroscopia dptica. Con los datos aportados por Domi
gani y Fildgamo (l97l), queda en pie la posibilidad de
que el efecto desdiferenciador de la colchicina no sea
debido a una interrupcidn del transporte de factores trd
ficos sino a la degeneracidn de las fibras del plexo sub
papilar. La dosis utilizada en esos experimentos fue lo
suficientemente alta como para sospechar este efecto. La
colchicina en altas concentraciones ejerce efectos multi
pies. Es capaz de bloquear la transmisidn sindptica inhi.
biendo la secrecidn de neurotransmisores (Perisic y Cuenod, !
1972); puede, ademas, ejercer un efecto antagdnico sobre
el ATP (Lang y col., 1951) y afectar a la sintesis del
DNA (Gustavson, 1968).
Teniendo en cuenta los numerosos y diferentes efec-
tos que la colchicina puede tener sobre las celulas, resuJL
ta a veces complejo el tratar de adscribir su accidn al bio
queo de una funcidn determinada,.
En nuestras preparaciones tratadas con colchicina, la
droga actud directamente sobre las fibras y tertninaciones
del plexo papilar, asi como tambien sobre las celulas di-
ferenciadas de los botones gustativos y las celulas intej;
corpusculares del epitelio papilar. Es conocido que el
efecto antimitdtico de la colchicina es rapidamente revej-
sible, no asi su efecto bloqueador sobre el transporte axo
plasmico y la liberacidn de factores en las terininaciones
nerviosas (Sjbstrand y col., 1970; Albuquerque y col.,
1972; Rodriguez-Echandia y col., 1977).
Los animales que recibieron una inyeccidn intrapapi-
lar unica y fueron sacrificados 5 dias despues, mostraron
que:
1) los botones gustativos se mantienen en mfmeros simi
lares a lo normal.
2) la reaccidn de AChE a nivel de las fibras del plexo
papilar disminuyd considerablemente.
3) la reaccidn de ATPasa no se modifica.
Estas observaciones indican que el efecto antimitdti
co de la droga no ha sido lo suficientemente largo o bien
lo suficientemente intenso como para producir fendmenos
degenerativos a nivel de las estructuras gustativas, lo
que demuestra que la dosis empleada no es tdxica. El efe_c
to observado sobre la concentracidn de AChE en. las fibras
del plexo papilar, parece ser debido a un bloqueo del trans
porte axopl&smico de este enzima a lo largo de las ramifi
caciones preterminales. Esta interpretacidn es apoyada por
la observacidn de un aumento de la reaccidn en las neuro-
nas del ganglio papilar. Este cambio se debe, indudablemen
te, a que la AChE sintetizada en los ribosomas de los cuer
pos neuronales (Kreutzberg y col., 197^) se acumuia en los
sitios de sintesis, ante la imposibilidad de migrar hacia
las terniinaciones axonica y dendrfticas.
Cuando la colchicina es inyectada localmente en un
nervio, se produce una zona de bloqueo del transporte,
circunscrita al sitio de la inyeccidn, la cual se extien
de aproximactamente hasta 1 mm en sentido proximal y dis-
tal. Por encima y por debajo de esta zona el transporte
continua normalmente (Rodriguez-Echandia y col., 1973).
Nuestras inyecciones intrapapilares han afectado induda-
blemente al plexo papilar completo y su efecto se ha ex-
tendido proximalmente por las ramas correspondientes de
ambos nervios glosofaringeos, ya que la papila circunva-
lada central completa tiene aproximadaiuente 1 mm3 . El
transporte axoplasmico debe haberse bloqueado, entonces,
a todo lo largo de las fibras del plexo papilar, Tambien
debe haberse bloqueado la liberacidn de factores neurales
a nivel de las terminaciones gustativas y la endocitosis
a nivel de todos los tipos celulares de la zona, ya que
este proceso es tambien sensible a los antimit<5ticos
(Wang, 1972). La disminucidn en la reaccidn de la AChE es
una expresidn de este bloqueo, ya que tal enziina es tfanjs
portada distalmente por la fibra nerviosa (Kreutzberg y
col., 1973; Kreutzberg y Toth, 197^). La ausencia de al-
teraciones trdficas en las celulas gustativas a los 5 dias
de la inyeccidn de colchicina, puede indicar que: a) la
droga no ha afectado el transporte ni la liberacidn de los
factores trdficos o b) las celulas gustativas ya diferen-
ciadas no requieren, o bien requieren inuy pequena canti-
dad, de factores trdficos para el mantenimiento de su es-
tructura. La primera de estas alternativas es poco proba
ble, ya que la colchicina inyectada localmente bloquea el
transporte de factores trdficos en nervios motores (Fer-
nandez, 1973). Con respecto a la segunda, parece razonable
suponer que las celulas gustativas que nan ingresado ya al
proceso de diferenciacidn gustativo, no requieran ya nue-
vos factores trdficos para transformarse en celulas intejr
medias y claras. Si tal fuera el caso, el comando neural
de la diferenciacidn de las celulas gustativas , se ejer-
cerfa solamente a traves del primer estadio de este proqe
so. Esto fue ya sugerido por los experimentos de la sec-
cidn precedente.
El bloqueo inducido por la colchicina en otros sis^e
mas tiene una duracidn de 20 a 30 dias (Fernandez, 1973),
por lo que podemos suponer que en nuestros experimentos
de 5 a 15 dias de intervalo, no han llegado aun a la celu
la nuevos factores diferenciadores. El hecho de que el nu
mero de botones se mantuvo normal, no contradice esta es-
peculacidn, ya que la vida media de las celulas de este
sistema es de 10 dias. Desafortunadamente, las tecnicas
utilizadas para el examen de estas preparaciones no han
permitido detectar posibles alteraciones cuantitativas o
cualitativas en los tres tipos celulares de los botones
gustativos.
Con el objeto de completar estas observaciones y am-
pliar las conclusiones, se realizaron los experimentos de
doble inyeccidn de colcliicina. En estos casos, la papila
fue inyectada dos veces con mayor dosis de colchicina a
intervalos de 5 dias. En este caso, los efectos observados
fueron variables. El efecto mas constante consistid en una
disminucidn de la AChE del sistema; esto fue observado en
todos los animales. Tambien fue evidenciable en estos ex-
perimentos un aumento de la AChE en las neuronas del gan-
glio papilar. La reaccidn de ATPasa, por el contrario, did
resultados variables. En dos animales se observd una desa
paricidn completa de la reaccidn a nivel del epitelio gus
tativo, lo que, como ya hemos visto, indica desdiferencia-
cidn o degeneracidn de los botones. En otros dos animales,
el numero de botones ATPasa positivos disminuyd, pero fue
posible evidenciar la presencia de botones resistentes al
tratamiento. La reaccidn fue siempre positiva en el compo
nente neural del sistema.
La variabilidad de resultados despues de la doble in
yeccidn local de colchicina, esta indudablewente relacio-
nada con las condiciones tecnicas en que fueron desarrolla
dos los experimentos. Las inyecciones intrapapilares no
pueden ser repetidas exactamente en las mismas condicio-
nes. Aun cuando el volumen de la inyeccidn sea constante,
la cantidad de solvente y droga que llega a contactar en
forma efectiva con el epitelio gustativo, varia en uno y
otro caso. Un razonamiento similar ha sido aplicado para
explicar la variaMlidad de la respuesta a la inyeccion de
colchicina en otros sistemas (Rodriguez-Echandia y col.,
1973). Es razonable suponer que los animales mas severa-
raente afectados por la doble inyeccion fueron aquellos en
los que una mayor cantidad de colchicina fue incorporada
al sisteiaa papilar. En este sistema, la colchicina ha ac-
tuado sobre el componente neural, el componente epitelial
y t-ambie'n sobre celulas especiales del tejido conectivo,
tales como celulas plasmaticas y celulas cebadas.
Las preparaciones obtenidas en cortes de Epdn, reve
laron tambien una variabilidad en los resultados. En dos
casos se observd una desaparicidn casi completa en el nu-
niero de botones; en cuatro casos se observo una disminu-
cidn en el numero de botones, pero los botones remanentes
presentaron alteraciones a nivel celular.
El estudio, con microscopia electrdnica, del material
tratado con dos inyecciones de colchicina, reveld una au-
sencia completa de botones gustativos. Las celulas del co
rrespondiente epitelio aparecen absolutamente normales y
lo mismo ocurre con los diferentes tipos celulares del co
nectivo subepitelial. Las fibras nerviosas, tanto las in-
traepiteliales como las del plexo papilar, presentaron una '
estructura normal aunque llamd la atencidn la presencia,
en la mayoria de estas fibras, de vesiculas granuladas de
tamano heterogeneo. En conclusion, la disminucidn o desa-
paricidn de los botones gustativos no fue acompariada, en
nuestro material experimental, de alteraciones degenerate
vas aparentes en otros componentes del sistema.
En las secciones 6.1 y 6.2 se determind que las ce-
lulas oscuras intracorpusculares representan el primer e£
tadfo en la diferenciacidn de las celulas gustativas. Una
disminucidn en el numero de estas celulas puede ser ex-
plicada de acuerdo con las siguientes alternativas: a)
disminucidn en el numero de celulas que ingresan en el pro ,
ceso de diferenciacidn y b) aumento de la velocidad de dJ.
ferenciacidn hacia celulas intermedias. Con respecto a la
primera de estas alternativas es razonable suponer que
la colchicina bloquee el primer paso del proceso de dife-
renciacidn. En el caso de que las celulas oscuras proven
gan de divisiones mitdticas de celulas epiteliales, tales
divisiones nan sido inhibidas por la droga. En el caso,
mas probable, de que las celulas gustativas troncales de
riven de celulas de Schwann, serian necesarios, no solo
procesos mitdticos, sino tambien procesos migratorios c^
lulares para que esta diferenciacidn pudiera iniciarse.
Estos ultimos procesos, al igual que los primeros, son
bloqueados por los alcaloides antimitdticos (Gicquaud y
Couillard, 1972; Krishan y Whitlock, 1972; Luchtel y col.,
1976). Con respecto a la segunda alternativa, es muy im-
probable que esta droga acelere la continuacidn y teriuina !
cidn de este proceso ya que, en otros sistemas, no solo
no estimula sino que puede inhibir la diferenciacidn (Mi
randa y Godman, 1972; Hepler, 1972; Springer y Perdue,
1972).
Las observaciones realizadas por Donegani y Fildgamo
(l97l), y las del presente trabajo, son coincidentes en
definir un efecto antidiferenciador de la colchicina. P^
demos afirmar que , en nuestras preparaciones, tal efecto
no es debido a una accidn degenerativa directa sobre las
celulas gustativas. El bloqueo en el transporte axoplcisnu
co y en la liberacidn de los factores trdficos, serian los
factores responsables de la desdiferenciacidn observada.
Estas alteraciones explicarfan por si mismas todo el pr£
ceso de desdiferenciacidn en el caso de que las celulas
gustativas provengan de celulas epiteliales. Si estas c£
lulas provienen de las celulas de Schwann, es posible que
la colchicina haya producido efectos inhibitorios direc-
tos sobre este componente.
Hansson y Norstrom (l97l), estudiaron la reaccidn
glial inducida por el tratamiento con colchicina en el
sistema hipotalamo-hipofisiario de la rata. De acuerdo
con estos autores, la colchicina produce un aumento en el
mimero de filamentos" y microfilamentos de los astrocitos .
Al mismo tiempo, observaron un aumento en el numero de
organoides citoplasmaticos, los cuales aparecfan concen
trados en la region perinuclear. En los procesos citoplas
m£ticos de estas celulas, las mitocondrias se acumulan en
nidos que fueron denominados gliosomas.
Los oligodendrocitos reaccionan tambien a la inyec-
cidn de colchicina con un aumento de su material filamen-
toso y de la densidad de la matriz citoplascidtica. Algunas
celulas gliales especializadas, tales cotno los pituicitos,
presentan alteraciones ultraestructurales similares. Tales
cambios fueron interpretados como una evidencia de la in-
terrupcion del transporte citoplasw^tico en los mismos
gliocitos. Este hecho seria responsable de la acumulacidn
de organoides y filamentos en el citoplasma perinuclear,
ya que estos elementos no pueden migrar hacia el extenso
sistema de prolongaciones que estas celulas poseen. Alte-
raciones similares son producidas por la colchicina en c£
lulas gliales de diversos sistemas (Angevine, 1957; Scho-
chet y col., 1969; Norstrbm y col., 1971).
Nuestras observaciones ultraestructurales son, en
parte, comparables a lo descrito por Hansson y Norstrom,
ya que tambien fue observado un aumento en el numero de fi
lamentos citoplasma'ticos de las celulas de Schwann, lo que
demuestra un efecto directo de la droga sobre estas ce*lu-
las. Una alteracion a nivel de las celulas de Schwann po-
dria hacerlas mds resistentes a los factores diferenciad£
res.
Cualquiera que sea el caso, el ana"lisis comparativo
de los experimentos con inyecciones unicas y dobles de col
chicina demuestran que las celulas oscuras presentes en
el momento del tratamiento, continuan su diferenciacidn
hacia elementos intermedios y claros. El aumento obser-
vado en el numero de celulas Claras con respecto a los
otros tipos celulares, demuestra que en estos botones se
desvi'a el equilibrio celular hacia los componentes de ma
yor edad y, por consiguiente, prdximos a desaparecer. Al
ser elicina&as por descaiaacidn las celulas claras, mecani£
mo este que es sugerido por todas las observaciones real^ i
zadas en el presente trabajo, se produciria la desapari-
cidn de los botones gustativos. La colchicina tampoco pa
rece haber afectado a la vida media de las celulas gusta
tivas ya que han sido necesarios por lo menos 10 dias pji
ra obtener la desaparicidn o la disminucidn del nuinero
de los botones gustativos.
La reversibilidad del efecto de la colchicina sobre
el sistema papilar, esta de acuerdo con la referida por
los autores ya citados en sistema nervioso central y si^
tema nervioso periferico . Quiza la conclusion mas impor
tante que deriva de nuestros experimentos que acabamos de
comentar, es que la diferenciacidn de las celulas gusta-
tivas parece presentar una sola fase neurodependiente, es_
ta es, la fase de iniciacidn que lleva a la aparicidn de
las celulas oscuras de los botones. El resto del proceso
puede depender quiza" de otros factores dif erenciadores ,
pero no seria, aparentemente, sensible a un control neu
ral.
C a p i t u l o 7 . CONCLUSIONES.
El estudio del origen, difereuciacidn y maduracidn de
unas estrueturas claramente neurodependientes, COMO-son los
botones gustativos de la papila circunvalada central de la
rata, nos han llevado a las siguientes conclusiones:
1) Los botones gustativos de la papila circunvalada,
no nan aparecido todavia en el momento del nacimiento, pe-
ro se pueden ver ya esbozados en los animales del cuarto
dfa de vida postnatal. Estos cotones primitivos esta"n fo^;
mados casi exclusivamente por una agrupacidn de celulas o^
curas y fusiformes, apenas diferentes de las que eonstitu
yen el epitelio gustativo intercorpuscular.
2) Antes de la aparicidn de los botones primitivos,
las fibras del plexo papilar nan perforado ya la lamina ba
sal del epitelio y aparecen agrupadas en contacto con la
membrana citoplasmatica de las celulas epiteliales.
3) Las celulas epiteliales, asi como las celulas que
forman los botones primitivos de los animales de primera
semana, responden negativamente a la reaccidn de ATPasa.
Sin embargo, las celulas de Schwann del plexo papilar son
ATPasa positivas.
h) Las celulas de los botones primitivos son ultra
estructuraliaente ide"nticas a las del resto del epitelio
gustativo. '
Estos resultados nos han permitido determinar que:
- Los botones primitivos de la primera semana estdn
constitufdos por las celulas epiteliales que conformaran,
mas tarde, la c&psula de los botones definitivos. Se desjt
rrolla antes la Ccipsula, que los propios botones.
5) Durante la primera y la segunda semana postnatal,
se observd una penetracidn de fibras nerviosas y celulas de
Schwann en el epitelio gustativo. Simulta*neamente, los bo-
tones de estos animales coirienzan a presentar una actividad
ATPdsica creciente. Los botones primitivos van siendo gra
dualmente "rellenados" por celulas gustativas. El resto del
epitelio gustativo, incluyendo la cipsula de los botones,
continua siendo ATPasa negativo.
6) Durante la segunda semana se desarrollan los bo-
tones gustativos delinitivos. Estos botones contienen tres
tipos de celulas: oscuras, intermedias y claras. Se obser-
varon formas de transicidn entre estos tipos celulares, lo
que de por si indica que:
- Las distintas celulas que formaji los botones re-
presentan estadios evolutivos de un mismo tipo celular. Las
celulas oscuras se diferenciarian a partir de las celulas
de Schwann que han penetrado junto a las fibras nerviosas
y han quedado envueltas por las celulas capsulares epite-
liales ya mencionadas. Esta diferenciacidn estaria prece-
dida por una fase mitdtica. Durante la segunda semana se
produce una maduracion masiva de las celulas oscuras, por !
lo que las celulas intermedias y las claras se hacen abun
dantes. El gran numero de ce*lulas oscuras que contienen e^
tos botones, representa un elemento diferenciado de reser
va para su futura maduracion asi como tambien un couiponen
te arquitectdnico que contribuye al aislamiento y sosten
de las fibras nerviosas intracorpusculares. Las celulas OJJ
curas desarrollan mesoaxones que envuelven a las fibras y
terminaciones nerviosas exceptuando solamente las superfi-
cies sindpticas.
7) Los botones gustativos de la papila circunvala-
da central de los animales de tereera semana presentan un
aumento er. el numero de sus celulas intermedias; las celu
las oscuras siguen siendo las ma's numerosas y las celulas
claras comienzan a eostrar signos de degeneracidn. El and
lisis ultraestructural y la curva obtenida de los recuentos
de los diferentes tipos celulares en los botones de prime
ra, segunda y tercera semana, indica que:
- Las celulas intermedias representan el estadfo fi
nal del proceso de maduracion de las celulas gustativas.
8) En los animales adultos, el sistema de diferencia
cidn y raaduracidn ha alcanzado un equilibrio distinto que
en el animal de la tercera semana. El numero total de las
celulas del botdn disminuye ligeraitente. Las celulas oscu
ras siguen siendo las ma's abundantes, pero el numero de
ce'lulas intermedias ha disniinuido considerablemente. Esta
disciinucidn en el niimero de celulas intermedias sugiere que
- El proceso de diferenciacidn y machiracidn de los
botones gustativos del animal adulto esta influenciado por
ciertos mecanismos cuyo funcionamiento no ha comenzado aun
en la tercera semana.
En resumen, la principal conclusion del estudio
genetico de los botones gustativos son las siguientes:
a) los diversos tipos celulares que conforman los botc-
nes, son distintos estadios de una lfnea de diferenciacidn
unica.
b) las celulas oscuras representan la "entrada" al si£
tema. Estas celulas maduran a celulas intermedias, las cua _:
les degeneran luego a celulas Claras que, al salir del si£
tema, completan el ciclo.
c) las celulas gustativas son, probablentente , de natu
raleza glial.
Estos hallazgos fueron complementados con los resul-
tados obtenidos de la parte experimental de este trabajo.
9) La extirpacidn de la papila circunvalda es segui^
da de una regeneracidn completa de la jnisma. Las papilas
neoformadas pueden ser tipicas o atfpicas y se desarrollan
en tan solo 5 o 6 dias. Los botones gustativos aparecen
mas tardiaraente. La reinervacidn del sistema es necesaria
para que se formen los nuevos botones gustativos. Estos,
aparecen en los lugares mas inervados y en cantidades pro
porcionales al numero de fibras neoformadas. La regenera-
cidn de los botones se realiza de una manera semejante a
la diferenciacidn normal de estas estructuras durante las
dos primeras semanas de vida postnatal y el tiempo nece-
sario para que se realice esta rediferenciacidn es tambien
similar.
10) El traslado de la papila, junto con su sistema
de inervacidn, sus vasos sanguineos y sus glandulas sero-
sas a una zona de la superficie lingual muy prdxinia al si_
tio de implante original (autoinjertos pediculados), ha
mostrado que: a) se mantiene el proceso da diferenciacion
en la papila injertada y b) se regenera una papila nueva
en el sitio primitive
Se observd que los botones gustativos de la papila
injertada .disminuyen en numero y tamafio; asi mismo, el nu
mero de botones en la papila regeneruda es menor que en los
controles (animales puramente depapilados). Esta caracte-
rfstica es debida, en parte, a que las fibras que inervan
la papila original son compartidas ahora por la papila in
jertada y la papila regenerada y, en parte, a las altera-
ciones producidas a nivel de las glandulas serosas. Esto ha
sido estudiado en detalle por Fernandez (1977). Los expe-
rimentos de transplante corroboran, por lo tanto, la rea-
lidad de un paralelismo entre la cantidad de fibras ner-
viosas y el numero de botones gustativos. Demuestran, ad<j
mas, que el tamaiio de los botones, vale decir el numero de
celulas que los constituyen, varxa tambien paralelamente
al volumen de su inervacidn.
ll) Los experimentos realizados mediante inyeccju)
nes intrapapilares de colchicina, demostraron que esta
droga es capaz de detener el proceso de diferenciacidn
de los botones gustativos. Este efecto es debido a la in-
terrupcidn del transporte axopla"smico de los factores tro
ficos neurales y no a las propiedades antimitdticas o a la
citotoxicidad de la droga. Esta conclusion se apoya en las
siguientes observaciones: a) La inyeccidn de colchicina
produjo una detencidn del transporte axopl&smico de AChE
en el plexo y en el ganglio papilar, b) No provocaron efe£
tos degenerativos sobre el sistema de inervacidn, inclu-
yendo las fibras intraepiteliales, c) La desaparicidn de
los botones despues de la inyeccidn, requirid un periodo
de tiempo equivalente al de la vida media de sus celulas
constitutivas,
En los animales inyectados con colchicina, las prime
ras celulas gustativas en desaparecer fueron las del tipo
oscuro. Las celulas intermedias y las claras continuaron
formandose a partir de las celulas oscuras presentes en
el momento de la inyeccidn. La colchicina inhibid, por lo
tanto, la primera etapa del proceso diferenciacLor, es de-
cir, la entrada de celulas oscuras al sistama. Este efec-
to no es debido a la capacidad antimitdtiea de la droga,
ya que la colchicina bloquea la division celular durante
solamente 2k horas. Por el contrario, el bloqueo colchic^
nico del transporte axoplasmico y de la liberacidn de pro-
ductos secretorios, es prolongacio. La interrupcidn del
transporte axoplasmico y de la liberacidn de los factores
troficos neurales a los botones gustativos, es el elemen-
to responsable de la desaparicidn de la actividad diferen
ciadora a nivel de estos botones. Si como ya hemos visto,
el bloqueo eolchicinico afecta exclusivamente a la diferen
ciacidn de las celulas oscuras,•podemos arrivar a lo que es
quiza la conclusion mas importante de este trabajo:
-Los factores neurotroficos actuarian como "induct^
res", provocando una activacidn de ciertos genes reprimi-
dos en una celula especifica, la cual se diferencia, enton
ces, en una celula gustativa del tipo oscuro. La posterior
maduracion de estas celulas (celulas intermedias) , su poj>
terior degeneracidn (celulas Claras) y, finalmente, su sa
lida del sistema, no son procesos comandados directamente
por una influencia neural.
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